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(57) Abstract 

A purified polypeptide including an amino acid sequence selected from (a) SEQ ID no. 2, and (b) any biologically active sequence 
derived from SEQ ID no. 2, is disclosed. 

(57) Abrdg^ 

Cctte invention a pour objct un polypeptide purifi6, comprenant une sequence d'acides aminds choisie pamii: a) la sequence SEQ ID 
n*2. b) toute sequence biologiqucmcnt active ddrivdc de SEQ ID n*2. 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier Ics Etats parties au PCX, sur les pages dc couvcrtuie des brochures publiant 
des demandes intemationales en veitu du PCT. 



AT 


Armfnie 


GB 


Royaume-Uni 


MW 


Malawi 


AT 


Autriche 


G£ 


G^orgie 


MX 


Mexiquc 


AU 


Ausiralie 


GN 


Guin^e 


NE 


Niger 


BB 


Baxbade 


GR 


Grfcce 


NL 


Pays-Bas 


BK 


Belgique 


HC 


Hongrie 


NO 


NoTvige 


BF 


Burkina Paso 


IE 


Irlandc 


NZ 


Nouvclle-Z6lande 


BG 


Bulgaric 


IT 


Italic 


PL 


Polognc 


BJ 


B6nin 


JP 


lapon 


PT 


Portugal 


BK 


Br^si) 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanic 


BY 


Belarus 


KG 


Kirghizistan 


Rt 


F^d^ration dc Russic 


CA 


Canada 


KP 


R^publique populaire d^nHxratique 


SD 


Soudan 


CF 


R£[}ublique centrafricaine 




dc Cor6e 


S£ 


Suide 


CG 


Congo 


KR 


R<!publiquc de Corfc 


SG 


Singapour 


CH 


Suisse 


KZ 


Kazakhstan 


SI 


Slov^nic 


CI 


cote d'lvoire 


LI 


Liechtenstein 


SK 


Slovaquic 


CM 


Cameroun 


LK 


Sri Lanica 


SN 


S6n£gal 


CN 


Chine 


LR 


Liberia 


sz 


Swaziland 


cs 


Tchtcoslovaquie 


LT 


Lituanic 


TD 


Tchad 


cz 


R^publique tchfeque 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


DE 


Allcmagnc 


LV 


Lettonic 


TJ 


Tadjikistan 


DK 


Danemaik 


MC 


Monaco 


TT 


Trinii6-et-Tobago 


EE 


Estonic 


MD 


Rtfpublique dc Moldova 


UA 


Ukraine 


KS 


Espagne 


MG 


Madagascar 


UG 


Ouganda 


H 


Finlande 


ML 


Mali 


US 


Etais-Unis d'Amirique 


FR 


France 


MN 


Mongol tc 


uz 


OuzMkistan 


GA 


Gabon 


MR 


Mauritanie 


VN 


Vict Nam 



wo 97/20926 



PCT/FR96/01756 



Polyp^tide r§ceptexir de l'I3>I3 
La presente invention concerae des polypeptides purifies ayant une activite de 
recepteur specifique de I'interleukine 13 (IL-13), leurs firagments biologiquement 
actifs et les sequences d'acides nucleiques correspondantes, et leurs applications. 
L'IL-13 est une cytokine de 112 acides amines recemment identifiee (1,2), secretee 
par des lymphocytes T actives, les lymphocytes B et les mastocytes apres 
activation. 

De par ses nombreuses proprietes biologiques communes avec riL-4, TIL- 13 a ete 
decrite comme etant une cytokine "IL-4-like". Ses activites sont en effet similaires 
a celles de riL-4 sur les cellules B (3-5), les monocytes (6-10) et autres cellules 
non hematopoietiques (11-12). En revanche, contrairement a riL-4, elle 
rfexercerait pas d'effet particulier sur des cellules T au repos ou activees (13). 
Les diflferentes activites biologiques de TIL- 13 sur les monocytes/macrophages, les 
lymphocytes B et certains precurseurs hematopoietiques ont ete decrites en detail 
par A. J. Minty, ainsi que dans des articles de revues sur rn.-13 (voir par ex. 14). 
Plusieurs donnees indiquent en outre que cette cytokine a un eflfet pleiotrope sur 
d'autres types cellulaires. Ces cellules non-hematopoietiques aflfectees directement 
par ITL-n sont des cellules endoth^liales et microgliales, des keratinocytes, et des 
carcinomes de rein et de colon. 

Les activites anti-inflammatoires et immunoregulatrices de riL-13 peuvent etre 
utiles par exemple dans le traitement des pathologies auto-immunes, tumorales et 
virales. 

Une mise a profit de ces proprietes biologiques au plan clinique necessite toutefois 
une parfaite connaissance des signaux et mecanismes par lesquels ces effets sont 
exerces, de fa^on a pouvoir les controler et les moduler dans les pathologies 
, concemees. 

L\ine des etapes dans Tanalyse du signal transmis par une molecule biologique au 
sein d*une cellule, consiste a identifier son recepteur membranaire. Les travaux 
realises a cet eflfet sur le recepteur de nL-13 ont montre que TIL- 1 3 et riL-4 
avaient en commun un recepteur, ou tout au moins certains des composants d'un 



wo 97/20926 



PCT/FR96/01756 



2 

complexe recepteur, ainsi que des elements de transduction de signaux (15-18). Ce 
recepteur est present a la surface de differents types cellulaires, en nombre variable 
selon le type cellulaire considere. La distribution comparative des recepteurs de 
YtL-n et de riL-4 a ete indiquee par A J. Minty (14), 

5 Kendo et al. (19) ont decrit la struaure d*un recepteur de haute affinite pour I'lL- 
4. Celui-ci est un dimere, forme par Tassociation d'une glycoproteine de 140 kDa 
(IL-4R) et de la chaine y du recepteur de riL-2 (yc). L'IL-4 peut se lier a la sous- 
unite glycoproteique de 140 kDa (IL-4R ou gp 140) avec une bonne affinite (Kd 
comprise entre 50 et 100 pM) (15). Cependant, cette affinite est augmentee d'un 

10 facteur 2 a 3, lorsque la chaine yc est associee a la gp 140. Cette association est en 
outre necessaire a la transmission de cenains signaux medics par riL-4 (19,20). 

Des experiences de competition croisee pour la liaison, soit de 1'IL-13, soit de TIL- 
4, ont demontre que riL-4 peut normalement empecher la liaison de riL-13, alors 

15 que riL-13 ne peut generalement empecher que partiellement la liaison de riL-4 a 
son recepteur (17,21), et ne se fixe sur aucune des deux sous-unites du recepteur 
de nL-4, ni sur le complexe forme par leur association. Sur la base de ces 
observations, les auteurs de la presente invention ont suppose que le recepteur 
specifique de riL-13 etait constitue du complexe recepteur IL-4 associe avec un 

20 autre composant liant TIL- 1 3 , (E-- 1 3RP). 

Des travaux realises sur une lignee ceUulaire erythroleucemique capable de 
proliferer en reponse a l'IL-13 et a riL-4 (lignee TF-l), leur ont permis de montrer 
que ces deux cytokines produisaient des evenements intracellulaires similaires 
apres fixation sur leur recepteur (18). En parallele, des experiences de pontage 

25 ("cross-link") leur ont permis de montrer que la gp 140 pouvait former des 
heterodimeres soit avec la chaine y, soit avec une nouvelle sous-unite, d'un poids 
moleculaire de 55 a 70 kDa (17,21). 

D'autre part des travaux realises recemment sur une lignee de cellules souches 
embryonnaires de souris ont permis d'isoler I'ADN genomique et TADNc 



wo 97/20926 



PCT/FR96/01756 



3 

encodant pour un poIypq)tide de 424 residus d'acides amines (IL-13Ra), 
suggerant que le recepteur de l'IL-13 partageait avec le recepteur de l'IL-4 une 
chaine commune pour constituer un recepteur a haute affinite (22,23), c'est-a-dire 
presente une affinity dont la constante Kd est situee entre des valeurs comprises 

5 entre 10 pM et 100 pM environ (un recepteur de basse affinite presentant une 
constante Kd situee entre des valeurs comprises entre 2nM et 10 nM). 
Compte tenu de I'importance au plan medical de la comprehension fine des 
phenomenes de regulation de riL-4 et de TEL- 13, et en particulier de la possibilite 
de pouvoir separer et controler isolement les efFets produits par Tune ou Tautre de 

10 ces deux cytokines, les auteurs de la presente invention se sont interesses, d'une 
part, a la caracterisation d'un polypeptide liant specifiquement riL-13 avec une 
haute affinite et, d' autre part, a la caracterisation d'un autre polypeptide qui, seul, 
lie specifiquement TEL- 13 avec une basse affinite et qui, s'il est associe avec le 
recepteur de riL-4, constitue un recepteur de haute affinite pour l'IL-13. 

15 Ceux-ci ont a present identifie une lignee cellulaire de carcinome humain exprimant 
le recepteur specifique de riL-13 en quantite plus importante que d'autres lignees 
de carcinome renal humaines connues (21), et ont realise le clonage de la sous- 
unite primaire responsable de la fixation de TIL- 13 sur le recepteur de riL-4/IL-13, 
denommee IL-13 R3 , ainsi que le clonage de la chaine commune que partage le 

20 recepteur de riL-13 et le recepteur de riL-4 pour constituer un recepteur de haute 
afiinite permettant une competition croisee des 2 cytokines, denommee IL-13Ra. 
La presente invention conceme done des polypeptides purifies liant specifiquement 
riL-13. 

Plus particulierement, Tinvention a pour objet des polypeptides purifies dont les 
25 sequences d'acides amines correspondent a celle d*un recepteur specifique de TIL- 
13 (IL-13RP et IL-13Ra), ou des fragments biologiquement actifs de ceux-ci. 
L'invention a egalement pour objet des sequences d*ADN isolees codant pour 
lesdits polypeptides ou ieurs fragments biologiquement actifs. 
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Elle vise en outre les vecteurs d*expression contenant au moins Tune des sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus, et les cellules hotes transfectees par ces vecteurs 
d'expression dans des conditions permettant la replication et/ou I'expression de 
Tune desdites sequences nucleotidiques. 
5 Les methodes de production de riL-13R|3 et de riL-13Ra recombinants ou de 
leurs fragments bioiogiquement actifs par les cellules botes transfectees font 
egaiement partie de I'invention. 

L'invention comprend egaiement des compositions pharmaceutiques comprenant 
riL-13R3 ou/et riL-13Ra ou des fragments bioiogiquement actifs de ceux-ci pour 

10 la regulation des mecanismes immunologiques et inflammatoires produits par TIL- 
13. Elle vise en outre une methode pour Tidentification d*agents capables de 
moduler I'activite de rE.-13Rp ou/et de riL-13Ra, et I'utiUsation de riL-R13p 
ou/et de riL-13Ra ou de fragments de ceux-ci pour le criblage de ces agents ainsi 
que pour la fabrication de nouveaux produits capables de moduler Tactivite du 

15 recepteur deriL-13. 

L'invention comprend egaiement des anticorps ou des derives d'anticorps 
specifiques de riL-13Rp ou/et de riL-13Ra. 

Elle vise enfin une methode de traitement therapeutique pour moduler les reactions 
immunologiques mediees par rn.-13, comprenant I'administration a un patient de 
20 riL-13Rp ou/et de riL-13Ra ou d'un de leurs fragments bioiogiquement actif ou 
d*un compose capable de moduler specifiquement Tactivite de ce recepteur, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
Dans la description de Tinvention ci-apres, on utilise les definitions suivantes : 

- polypeptide liant specifiquement TIL- 13 avec une haute aflBnite (IL-13Rp) : un 
25 polypeptide comprenant la sequence d'acides amines SEQ ID n"* 2 ou tout 

Segment ou derive de celui-ci bioiogiquement actif ; 

- polypeptide qui, seul. lie specifiquement riL-13 avec une basse affinite et qui, s'il 
est associe avec le recepteur de riL-4, constitue un recepteur de haute affinite 
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(IL-13Ra) : un polypeptide comprenant la sequence d'acides amines SEQ ID N° 4 
ou tout fragment ou derive de celui-ci biologiquement aaif ; 

- biologiquement actif : capable de se lier specifiquement a riL-13 et/ou de 
participer a la transduction du signal specifiquement produit par TIL- 13 au niveau 

5 de la membrane cellulaire, et/ou capable d*interagir avec le recepteur specifique de 
riL-4 (IL-4R/gp 140) pour former un complexe capable de lier riL-4 et I'DL-O, 
et/ou qui est reconnu par des anticorps specifiques du polypeptide de sequence 
SEQ ID n*' 2 ou/et de sequence SEQ ID n*'4, et/ou capable dinduire des anticorps 
qui reconnaissent le polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ 

10 ID n'*4 ; 

- derive : tout polypeptide variant du polypeptide de sequence SEQ ID n*' 2 ou/et 
de sequence SEQ ID n^4, ou toute molecule resultant d*une modification de nature 
genetique et/ou chimique de la sequence SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ ID 
n°4, c'est-a-dire obtenue par mutation, deletion, addition, substitution et/ou modifi- 

15 cation chimique d'un seul ou d'un nombre limite d'acides amines, ainsi que toute 
sequence isoforme, c'est-a-dire une sequence identique a la sequence SEQ ID n'' 2 
ou a la sequence SEQ ID n^4, a Tun de leurs fragments ou a Tune de leurs 
sequences modifiees, contenant un ou plusieurs acides amines sous la forme 
d'enantiomere D, lesdites sequences variantes, modifiees ou isoformes ayant 

20 conserve au moins Tune des proprietes les rendant biologiquement actives. 

La presente invention a pour objet un polypeptide purifie, comprenant une 
sequence d'acides amines choisie parmi : 
a) la sequence SEQ ID n** 2 ou la sequence SEQ ID n°4, 
25 b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ED n° 2 ou de SEQ ID 
n*'4, selon la definition donnee precedenmient. 

La fabrication de derives peut avoir difFerents objectifs, dont en particulier celui 
d'augmenter Taflinite du recepteur pour TEL- 13, celui de moduler la competition 
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croisee entre riL-13 et riL-4, celui d'ameliorer leurs taux de production, 
d'augmenter leur resistance a des proteases, de modifier leur activite biologique ou 
de leur conferer de nouvelles propriet^s pharmaceutiques et/ou biologiques. 
Panmi des variants biologiquement actifs des polypeptides tels que definis 
5 precedemment, on prefere les fragments produits par epissage altematif des trans- 
cripts (ARN raessagers) du gene codant pour I'une des sequences d'acides amines 
decrites ci-dessus. 

Dans une variante avantageuse, les 8 acides amines C-terminaux du polypeptide 
de sequence SEQ ID n"" 2 sont substitues par les 6 acides amines suivants : 
10 VRCVTL. 

Selon un autre aspect avantageux, Tinvention vise une forme soluble de riL-13RP, 
denommee IL-13Rps, comprenant notamment le domaine extra-cellulaire du 
polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 s^etendant jusqu*au residu 343 et 
preferentiellement jusqu'au residu 337 ainsi qu'une forme soluble de riL-13Ra, 
15 denommee IL-13Ras, comprenant notamment le domaine extracellulaire du 
polypeptide de sequence ID n°4 s*etendant jusqu'au residu 343 et 
preferentiellement jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 



Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ ID n^ 2 ou la sequence SEQ ID 
20 n°4 represente un mode de realisation particulier de Tinvention. Comme cela 
apparaitra dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprime a la surface de 
cellules humaines pour former un recepteur de TIL- 13 fonctionnel ou s'associer 
avec le recepteur de riL-4 pour former, avec la chaine y du recepteur de riL-2 le 
complexe recepteur commun a riL-4 et riL-13. 
25 La presente invention a egalement pour objet une sequence d*acides nucleiques 
isolee, choisie parmi: 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) la sequence SEQ ID n°3, 
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c) les sequences d^acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n*" 1 ou a la sequence SEQ ID n°3, ou a leurs sequences 
complementaires et codant pour des polypeptides ayant une activite de 
recepteur de riL-13, ou permettant de reconstituer un recepteur de haute 

5 affinite pour TIL- 1 3 et riL-4, 

d) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) et c) du 
fait de la degenerescence du code genetique. 

Plus particulierement, Tinvention a pour objet une sequence codant pour la partie 
10 soluble de riL-13RP ou de riL-13Ra et tout variant produit par epissage altematif 
des transcripts de riL-13R(J ou de riL-13Ra, conservant au moins une des pro- 
prietes biologiques decrites. 

Un mode de realisation prefere est represente par une sequence d*acides nucleiques 
comprenant ou constitute par I'enchainement de nucleotides s^etendant du 
15 nucleotide n° 1 jusqu*au nucleotide 1081, et preferentiellement jusqu'au nucleotide 
1063 sur la sequence SEQ ID n^ 1. 

Un autre mode de realisation prefere est represente par une sequence d'acides 
nucleiques comprenant ou constitue par I'enchainement de nucleotides s'etendant 
du nucleotide n°l jusqu'au nucleotide n^ 1059, et preferentiellement jusqu'aux 
20 nucleotides compris entre les numeros 1041 et 1056 sur la sequence SEQ ID n° 3. 
Avantageusement, la sequence d'acides nucleiques selon Tinvention est une 
sequence codant pour une proteine correspondant a la forme mature de riL-13R3 
ou de riL-13Ra, cette proteine mature etant le resultat de la liberation du peptide 
signal. 

25 Les diflFerentes sequences nucleotidiques de invention peuvent etre d'origine 
artificielle ou non. 11 peut s'agir de sequences d'ADN ou d*ARN, obtenues par 
criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur la base de la 
sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n''3. De telles banques peuvent 
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etre preparees par des techniques classiques de biologie moieculaire, connues de 
rhomme de Tart. 

Les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent egalement etre preparees 
par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 

5 chimique ou enzymatique de sequences obtenues par cribiage des banques. 

Ces sequences nucleotidiques permettent la realisation de sondes nucleotidiques, 
codant pour un polypeptide selon I'invention ou un fragment biologiquement actif 
de celui-ci. Les conditions d' hybridation appropriees correspondent aux conditions 
de temperature et de force ionique usuellement utiiisees par Thomme du metier, de 

10 preference a des conditions de temperature comprises entre (Tm moins 5°C) et (Tn, 
moins 30°C) et de preference encore, a des conditions de temperature comprises 
entre (T^ moins 5°C) et (T™ moins lO^C) (forte stringence), Tm etant la 
temperature de fusion, definie comme etant la temperature a laquelle 50 % des 
brins apparies se separent. De telles sondes font egalement partie de I'invention. 

15 EUes peuvent etre utiiisees comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, 
par des experiences d*hybridation, de transcripts specifiques des polypeptides de 
I'invention dans des echantillons biologiques ou pour la mise en evidence de 
syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques resultant d'un polymorphisms de 
mutations ou d'un mauvais epissage. 

20 Les sondes de Tinvention comportent au minimum 10 nucleotides, et au maximum 
comportent la totalite de la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1 ou de SEQ ID 
n*^3 ou de leur brin complementaire. 

Parmi les sondes les plus courtes, c'est-a-dire d'environ 10 a 15 nucleotides, les 
conditions d*hybridation appropriees correspondent aux conditions de temperature 
25 et de force ionique usuellement utiiisees par Thomme du metier. 

Preferentiellement, les sondes de I'invention sont marquees, prealablement a leur 
utilisation. Pour cela, plusieurs techruques sont a la portee de Thomme du metier 
comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, chimioluminescent ou 
enzymatique. 
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Les methodes de diagnostic IN VITRO dans lesquelles ces sondes nucleotidiques 
sont mises en oeuvre pour la detection de syntheses aberrantes ou d*anomalies 
genetiques. telles que la perte d'heterozygotie et le rearrangement genetique, au 
niveau des sequences nucleiques codant pour un polypeptide recepteur de TIL- 13 
5 ou un fragment biologiquement actif, sont incluses dans la presente invention. Un 
tel type de methode comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique de I'invention avec un echantillon 
biologique dans des conditions permettant la formation d'un complexe d'hybri- 
dation entre ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement 

10 apres une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleotidique ; 

- la detection du complexe d*hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequengage de la sequence nucleotidique formant le complexe 
d'hybridation avec la sonde de invention. 

Les sondes d'ADNc de Tinvention sont en outre avantageusement utilisables pour 

13 la detection d*anomaiies chromosomiques. 

Les sequences nucleotidiques de I'invention sont egalement utiles pour la 
fabrication et Tutilisation d'amorces oligonucleotidiques sens et/ou antisens pour 
des reactions de sequen9age ou d'amplification specifique selon la technique dite 
de PCR (reaction de polymerisation en chaine) ou toute autre variante de celle-ci. 

20 Les sequences nucleotidiques selon I'invention ont par ailleurs des utilisations dans 
le domaine therapeutique, pour la realisation de sequences antisens, capables de 
s'hybrider specifiquement avec une sequence d*acides nucleiques , y compris un 
ARN messager, utilisables en therapie genique. ^invention a ainsi pour objet des 
sequences antisens capables d'inhiber, au moins partiellement, la production de 

25 polypeptides recepteurs de TIL- 13, tels que definis precedemment. De telles 
sequences sont avantageusement constituees par celles qui constituent le cadre de 
lecture codant pour I'lL-BRp ou riL-13Ra au niveau du transcript, 
Elles sont plus particulierement utilisables dans le traitement des allergies et de 
rinflanmiation. 
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Les sequences nucleotidiques selon Tinvention peuvent par ailleurs etre utilisees 
pour la production de polypeptides recombinants ayant une activite de recepteur 
de riL-13, tels que precedemment definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a partir des sequences nucleotidiques 
5 definies ci-dessus, selon des techniques de production de produits recombinants 
connues de Thomme du metier. Dans ce cas, la sequence nucleotidique utilisee est 
placee sous le controle de signaux permettant son expression dans un bote cellulai- 
re. L'hote cellulaire utilise peut etre choisi parmi des systemes procaryotes, comme 
les bacteries, ou eucaryotes, comme par exemple les levures, cellules d'insectes. 
10 CHO (cellules d'ovaires de hamster chinois) ou tout autre systeme 
avantageusement disponible dans le commerce. Un bote cellulaire prefere pour 
Texpression des polypeptides de Finvention est constitue par la lignee fibroblastique 
COS.? ou C0S.3. 

Les signaux controlant Texpression des polypeptides, tels que les promoteurs, les 
15 activateurs ou les sequences de terminaison, sont choisis en fonction de I'hote 
cellulaire utilise. A cet efFet, les sequences nucleotidiques selon I'invention peuvent 
etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein de I'hote choisi, ou 
des vecteurs integratifs de Fhote choisi. De tels vecteurs seront prepares selon les 
methodes couramment utilisees par I'homme du metier, et les clones en resukant 
20 peuvent etre introduits dans un bote approprie par des methodes standard, telles 
que par exemple I'electroporation. 

Les vecteurs d*expression contenant au moins Tune des sequences nucleotidiques 
definies ci-dessus font egalement partie de la presente invention. 
Dans le cas des cellules COS-7 ou COS-3 la transfection peut etre realisee a partir 
25 du vecteur pSE- 1 , comme decrit dans ( 1 7). 

L'invention vise en outre les cellules botes transfectees par ces vecteurs 
d'expression. Ces cellules peuvent etre obtenues par I'introduction dans des cellules 
botes d*une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tel que defini ci-dessus, 
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puis la mise en culture de$dites cellules dans des conditions permettant la replica- 
tion et/ou I'expression de la sequence nucleotidique transfectee. 
Ces cellules sont utilisables dans une methode de production d*un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n°4 ou derivee, methode elle- 
5 meme comprise dans la presente invention, et caracterisee en ce que Ton cultive les 
cellules transfectees dans des conditions permettant Texpression d'un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ED n°4, ou derivee, et que Ton 
recupere ledit polypeptide recombinant. 

Les procedes de purification utilises sont connus de I'homme du metier. Le 
10 polypeptide recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits cellulaires, 
du sumageant du milieu de culture, par des methodes utilisees individuellement ou 
en combinaison, telles que le fi-actionnement, les methodes de chromatographic, les 
techniques d'immunoaffinite a Taide d*anticorps mono ou polycionaux specifiques. 
Les anticorps mono- ou polycionaux capables de reconnaitre specifiquement TIL- 
15 13Rp ou/et riL-13Ra selon la definition donnee precedemment font egalement 
partie de invention, Des anticorps polycionaux peuvent etre obtenus a partir du 
serum d*un animal immunise contre riL-13RP ou/et riL-13Ra selon les modes 
operatoires usuels. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus selon la methode classique de 
20 culture d'hybridomes decrite par Kohler et Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497). 
Des anticorps avantageux sont des anticorps diriges contre le domaine 
extracellulaire de riL-13Rp ou/et de TBL-nRa. 

Les anticorps selon i'invention sont par exemple des anticorps chimeriques, des 
anticorps humanises, des fi-agments Fab et F(ab')2. lis peuvent egalement se 
25 presenter sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps marques. Par exemple, ils 
peuvent etre associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit 
radioactif. Ces immunotoxines peuvent dans ce cas constituer des agents the- 
rapeutiques utilisables pour le traitement de certaines pathologies impliquant une 
surexpression de I'lL-BRp ou/et de riL-13Ra. 
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Les anticorps de I'invention, en particulier les anticorps monoclonaux peuvent 
egalement etre utilises pour I'analyse par inununocytochimie des recepteurs de TIL- 
13 sur des coupes de tissus specifiques, par exemple par immunofluorescence, par 
niarquage a Tor, ou a la peroxydase. 
5 lis peuvent ainsi etre avantageusement mis en oeuvre dans toute situation ou 
Texpression de riL-13R3 ou/et de riL-13Ra doit etre observee comme par 
exemple une surexpression anormale ou le suivi de la regulation de I'expression 
membranaire. 

L'invention conceme done egalement un procede de diagnostic IN VITRO de 
10 pathologies correlees a une expression anormale de I'lL-BRp ou/et de riL-13Ra, 
a partir de prelevements biologiques susceptibles de contenir riL-13R3 ou/et de 
riL-13Ra exprime a un taux anormai, caracterise en ce que Ton met en contact au 
moins un anticorps de invention avec ledit prelevement biologique, dans des 
conditions permettant la formation eventuelle de complexes immunologiques 
15 specifiques entre riL-13RP ou/et de rn.-13Ra et le ou lesdits anticorps et en ce 
que Ton detecte les complexes immunologiques specifiques eventuellement formes. 
L'invention conceme egalement un kit pour le diagnostic IN VITRO d'une 
expression anormale de riL-13Rp ou/et de riL-13Ra dans un prelevement 
biologique ou/et pour la mesure du taux d'expression du recepteur de TIL- 13 dans 
20 ledit prelevement comprenant : 

- au moins un anticorps specifique de riL-I3RP ou/et de riL-13Ra, 
eventuellement fixe sur un support^ 

- des moyens de revelation de la formation de complexes antigenes/anticorps 
specifiques entre riL-13R3 ou/et de ITL-HRa et ledit anticorps et/ou des moyens 

25 de quantification de ces complexes. 



Un autre objet de l'invention conceme une methode pour identification et/ou 
risolement de ligands specifiques de riL-13R3 ou/et de rn.-13Ra ou d'agents 
capables de moduler son activite, caracterisee en ce que Ton met en contact un 
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compose ou un melange contenant difFerents composes, eventuellement non- 
identifies, avec des cellules exprimant a leur surface l'IL-13Rp ou/et de riL-13Ra, 
dans des conditions permettant I'interactton entre le recepteur de TIL- 13 et ledit 
compose, dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le recepteur, et en ce 
5 que Ton detecte et/ou isole les composes lies a riL-13Rp ou/et de I'lL-lSRa, ou 
ceux capables d'en moduier I'activite bioiogique. 

Dans un mode particulier, cette methode de Tinvention est adaptee a Tidentification 
et/ou I'isolement d*agonistes et d*antagonistes de TEL- 13 pour son recepteur I'lL- 
13R3 ou/et de riL-13Ra. 
10 L'invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant 
comme principe actif un polypeptide repondant aux definitions precedentes, prefe- 
rentiellement sous forme soluble, associe a un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

Un tel polypeptide p^t en efFet agir en competition avec riL-13Rp ou/et de VIL- 
15 13Ra exprime a la surface cellulaire, et constituer de ce fait un antagoniste 
specifique de la liaison de riL-13 a son recepteur, qui peut avantageusement etre 
mis en oeuvre pour la synthese d'un medicament destine a moduier les reactions 
mediees par TIL- 13 dans des situations pathologiques. 

^invention comprend enfin une methode de traitement therapeutique d'afifections 
20 liees a des reactions immunologiques mediees par TIL- 13, comprenant I'adminis- 
tration a un patient de riL-13RP ou/et de riL-13Ra (ou d'un de leurs fragments 
biologiquement actif), ou d'un compose capable d*en moduier specifiquement Tacti- 
vite bioiogique, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
D*autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans ia suite de la 
25 description avec les exemples et les figures dont les legendes sont representees ci- 
apres. 
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LEGENDE DES FIGURES 

- Figure 1 : caracterisation du recepteur IL-13RP humain present dans ies cellules 
Caki-1. 

5 a) analyse de Scatchard (cadre insere) de la courbe de saturation de TEL- 13 
marquee a r[^^^I] ; 

b) liaison de [^^^I][Phe43].IL-13-GlyTyrGlyTyr en presence de concentration 
croissante d'IL-13 non marquee (•) et d*IL-4 (o); 

c) experiences de pontage ("cross-link") en utilisant de TEL" 13 radioactive en 
10 Tabsence (coulee a) et en presence d'un excedent de 100 fois d'IL-13 non marquee 

(coulee b) ou d'IL-4 (coulee c) ; 

d) inhibition de la secretion dTL-6 induite par TEL- 13 et riL-4 en presence d'un 
anticorps monoclonal specifique de la chaine IL-4R et de Tantagoniste de IL-4, 
Y124DIL-4. 

15 

- Figure 2 : Sequence nucleotidique de TADNc de riL-13Rp, et comparaison des 
sequences proteiques de riL-5R, riL-13Ra murine et de riL-13Rp. 

a) sequence nucleotidique de TADNc de riL-13Rp. Les acides amines 
correspondant au peptide signal deduit de la sequence nucleique sont indiques en 

20 italiques et ceux correspondant au domaine transmembranaire sont indiques en 
caracteres gras. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X-Ser/Thr) sont 
soulignes ; 

b) alignement des acides amines des sequences de TEL-DRp et de riL-5R. Les 
sequences proteiques de riL-13R et IL-5R sont alignees comme decrit 

25 precedemment (24). Les residus cysteine et le motif WSXWS caracteristiques de 
cette famille de recepteurs sont encadres. 

- Figure 3 : Profils d'expression de TARNm de riL-13Rp. 
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L*ARN a ete prepare a partir des cellules suivantes : Caki-1 (coulee a), A431 
(coulee b), TF-1 (coulee c), U937 (coulee d), Jurkat (coulee e) et IM9 (coulee f). 



- Figure 4 : Caracterisation du recepteur IL-13Rp recombinant de riL-13. 

5 Les cellules COS-7 sont transfectees avec TADNc de riL-13Rp et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de riL-I3 radiomarquee (cadre insere), par analyse de 
Scatchard de la courbe de saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de TIL- 13 radiomarquee en absence 
(coulee a) et en presence d'un exces de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ; 

10 c-d) des experiences de cotransfection en utilisant riL-13Rp clone, riL-4R 
(gpl40) et la chaine y suivies par la liaison de TIL- 13 radiomarquee (c) ou de riL-4 
(d). Les colonnes noires et blanches representent respectivement la liaison 
specifique de TIL- 13 et de riL-4. 

15 - Figure 5 : Inhibition de la liaison de TIL- 13 sur riL-13Rp par la forme soluble du 
recepteur (IL-13RPs) en expression transitoire. 

L*expression d*IL-I3R3s dans le sumageant des cellules transfectees par 2034 est 
testee par inhibition de la liaison de TIL- 13 sur les cellules transfectees par TIL- 
13RP (2036). Les sumageants sont testes bruts en les diluant de moitie dans le 
20 ligand iode. 

2036 NSB : liaison non specifique en presence d'un exces d'IL-13 non marquee 
2036 BT : liaison totale sur cellules transfectees avec le 2036 
2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules transfectees avec le 2036 en presence de 
sumageant de cellules transfectees avec le 2034. 
25 2036 + sgt pSEl : controle 

- Figure 6 : Inhibition de la liaison de riL-13 sur riL-13Rp par la forme soluble du 
recepteur (IL-13Rps) sur des lignees stables. 
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T2036-22 : liaison totale sur le clone IL-13Rp (2036-22) sans presence de 

suraageant de clone secretant riL-13Rps (reference 100 %) 

2034-4 

2034-6 

5 2034-19 _ 4 clones IL-13R3S 
2034-21 

1274-20 : en presence de sumageant de cellules CHO n'exprimant pas riL-13Rps 
(controle). 

10 - Figure 7 : Sequence nucleotidique de TADNc de riL-13Ra et comparaison des 
sequences proteiques de rE--13Rahumain et de l*IL-13Roanurin 

a) Sequence nucleotique de TADNc de riL-13Ra. Les acides amines 
correspondant au peptide signal deduit de la sequence nucleique sont soulignes par 

15 un trait pointille et ceux correspondant au domaine transmembranaires sont 
soulignes par un double trait. Les sites de N-glycosylation potentiels (Asn-X- 
Ser/Thr) sont encadres. 

b) Alignement des acides amines de riL-13Rahumain et de riL-13Ramurin. Les 
20 sequences proteiques de riL-13Rahumain et de riL-13Ra murin sont alignes 

conrnie decrit precedemment (24). Les residus cysteines et le motif WSXWS 
caracteristiques de cette famille de recepteurs sont encadres. 

- Figure 8 : Caracterisation du recepteur IL-13Ra recombinant de riL-13. 
25 Les cellules CHO ou COS-3 transferees avec P ADNc de I'lL-URa ou/et de PEL- 
4R et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de riL-13 marquee a Tiode 125, par analyse de Scatchard 
de la courbe de saturation avec des cellules CHO transfectees avec I'ADNc de 
riL-13R3 (figure A), transfectees avec TADNc de rE.-13Rp et TADNc de I'lL- 
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4R (figure B), transfectees avec I'ADNc de riL-13Ra (figure C) et transfectees 
avec r ADNc de riL-13Ra et I'ADNc de riL-4R (figure D), 
b) des experiences de competitions de liaisons de r[*^^I]-IL-13 sur des cellules 
CHO transfectees avec I'ADNc de I'lL-lSRp (figure E), transfectees avec I'ADNc 
5 de riL-lBRp et I'ADNc de riL-4R (figure F), transfectees avec I'ADNc de I'lL- 
13Ra (figure G) et transfectees avec I'ADNc de riL-13Ra et I'ADNc de riL-4R 
(figure H). Les colonnes blanches et hachurees representent respectivement la 
liaison specifique de TIL- 13 radiomarquee en presence d'un exces (1000 fois plus) 
d'IL-13 ou d'IL-4, les colonnes noires representent la liaison totale. 

10 

- Figure 9 : comparaison de la mobilite electrophoretique dans I'EMSA d'extraits 
cellulaires exprimant le recepteur de riL-4 seul (CHO-4), le recepteur de I'EL- 
13Ra seul (CHO-13) ou les recepteurs combines IL-13Ra etIL-4R (CHO-4.13) 
apres activation des cellules CHO en presence d'IL-4 ou d'IL-13 (4 ou 13), c 
15 representant le temoin non active.. 
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MATERIELS ET METHODES 
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Experiences de liaison et de pontage : 

Les experiences de liaison et de pontage sont realisees comme decrit pour 
5 ['^^I][Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr (17). 

Induction de la secretion d*IL-6 : 

Les cellules Caki-1 (ATCC HTB46) sont mises dans des plaques de 24 puits a une 
densite de 5.10^ cellules/puits et apres 3 jours de culture des monocouches 
10 confluantes sont lavees trois fois avec du niilieu DMEM sans serum de veau foetal. 
La stimulation des cellules Caki-l est realisee avec 30 ng/ml d'IL-4 ou d'IL-13 en 
absence ou en presence de Y124Dn.-4 ou d'un anticorps monoclonal anti-gpl40. 
La quantite d'IL-6 liberee dans le milieu de culture apres 24 heures d'incubation est 
mesur^e par une technique ELIS A (Innotest, France). 

15 

Isolement et analyse de PADNc de riL-13Rp humain : 

UARN total a ete extrait des cellules Caki-1 comme decrit precedemment (25). 
UARN poly(A) est isole des ARN totaux avec des billes raagnetiques recouvertes 
d*oligo(dT)25 (Dynal). Une banque d'ADNc contenant 2.10^ clones a ete construite 
20 en utilisant la procedure d'amorces adaptateurs (26) et le vecteur pSE-1 (27). La 
strategic de clonage pour Texpression qui a ete utilisee a ete decrite precedemment 
(17). 

Obtention de TADNc de riL-13Rp humain : 

25 Les echantillons d'ARN sont copies avec la reverse transcriptase et soumis a une 
PCR (reaction de polymerisation en chaine) en utilisant une amorce sens 
correspondant a la sequence + 489 a + 490 et une amorce antisens correspondant 
a -»- 52 a + 71 (la numeration est faite sur la base de la sequence de TADNc 
montree sur la figure 2). Les produits amplifies par PCR sont hybrides avec une 
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sonde complementaire des sequences + 445 a 461 de I'ADNc. Les marqueurs de 
taille sont indiques a la gauche de la figure. 

Isolement et analyse de TADNc de riL-13 Ra humain : 

5 

1) Preparation de la sonde IL-13 Ra murin 

a) Culture des cellules B9 (28) 

Les cellules B9 sont cultivees en milieu RPMI ( Gibco ) supplemente de 10% de 
10 serum de veau foetal et 50 |iig / ml de gentamycine. 

b) Preparation de 1' ARN des cellules B9. 

Les cellules sont lavees deux fois avec du tampon PBS ( phosphate buflFer saline, 
reference 04104040-GIBCO-BRL). Apres centrifugation 10 minutes a 1000 rpm, 
15 le culot cellulaire est mis en suspension dans le tampon de lyse de composition 
suivante : guanidine-thiocyanate 4M ; citrate de sodium 25 mM pH 7 ; sarcosyl 
0.5% ; P2-mercaptoethanol 0,1 M, 

La suspension est soniquee a I'aide d*un sonicateur ultra turax no 231256 (JANKE 
et KUNDEL) a puissance maximale pendant une minute. On ajoute de Tacetate de 
20 sodium pH 4 jusqu'a 0.2 M. La solution est extraite avec un volume d'un melange 
de phenol / chloroforme ( v / v ; 5 / 1 ). 

On precipite a - 20°C TARN contenu dans la phase aqueuse a Taide d*un volume 
d'isopropanoI.Le culot est resuspendu dans le tampon de lyse. La solution est a 
nouveau extraite avec un melange phenol / chloroforme et TARN est precipite avec 
25 de Tisopropanol >^res lavage du culot avec de Tethanol 70% puis 100%, TARN 
est resuspendu dans de Teau. 

c) Preparation de TADN complementaire. 
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L'ADNc est prepare a partir de 5 |ig d'ARN total en utilisant une amorce poly 
T12. On incube TARN total dans un volume de 30|al de tampon : Tris HCl 50 mM 
pH 8.3, MgCU 6 mM, DTT 10 mM, KCl 40 mM, contenant 0.5 mM de chacun 
des desoxynucleotides triphosphates et 30 unites de Rnasin (Promega), une heure a 
5 37 *'C, puis 10 minutes a 50 ^C, puis de nouveau 10 minutes a 37 °C, avec 200 
unites de I'enzyme transcriptase inverse Rnase H- (Gibco-BRL reference 8064A). 
La reaction est interrompue en chaufFant 10 minutes a 65 °C. 

d) Amplification specifique d'un fragment de I'ADNc du IL13Ra de souris par la 
10 technique de PCR. 

La polymerisation est realisee avec 6 ^1 d'ADNc dans 50 \il final avec le tampon de 
composition suivante : Tris HCl lOmM pH 8.3, MgCh 2.5 mM, KCI 50 mM, 4 
dNTP 0.2 mm , 2 ^ig / ml de chacune des deux amorces nucleiques et de 2.5 u de 
TAQ ADN polymerase ( Beckman). Les couples d*amorces ont ete choisis sur la 
15 sequence publiee par Hilton (22). 

Amorce sens : nucleotide 249 a 268 
5' AGAGGAATTACCCCTGGATG 3' 

20 Amorce anti-sens : nucleotide 1256 a 1275 

5' TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA 3' 

La reaaion est realisee durant 30 cycles 1 minute a 94°C , 1 minute a 58°C , 4 
minutes a 72*^0 , suivi d'un dernier cycle de 10 minutes a 72**C. 

25 

e) Purification du produit d'amplification PCR. 

Apres migration sur un gel d'agarose 1% (Sigma) en tampon TAE (Tris HCl 40 
mM, EDTA ImM pH7.9) pendant 1 heure a 100 volts, le gel est colore en 
presence de bromure d*ethidium a l^g / ml dans le meme tampon. La bande 
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correspondant au produit d'amplification (fragment d' ADNc de 1027 paires de 
bases (pB) de TILlSRa ) est extraite en utilisant un kit Glass Max ( Gibco ). 



5 f) Preparation de la sonde. 

25 ng du fragment de 1027 paires de bases (pB) d'ADNc purifie correspondant au 
recepteur IL-13Ra de souris sont marques au phosphore 32 avec le kit BRL " 
Random Primers DNA labelling systems " a une activite specifique de 2.4 x 10 ' 
dpm / ^ig ; altemativement, 100 ng sont marques par Nick-translation en utilisant 

10 le kit Boeringher a une activite specifique de 4 x 10* dpm / \ig . 

2) Isolement et analyse de I'ADNc de riL-13Ra humain 

a) Preparation de TARN total 

L'ARN total a ete extrait des cellules Cakil comme decrit precedenmient dans le 
15 paragraphe lb. 

b) Purification de V ARN messager (fraction polyA+ ). 

La purification de la fraction polyA+ de Y ARN est realisee a Taide du kit 
I>ynabeads oligo (dT) 25 de DYNAL (reference 610.05) suivant le protocole 
20 preconise par le fabricant. Le principe est base sur I'utilisation de billes polystyrene 
super-paramagnetique sur lesquelles est attache un oligonucleotide poly ( dT ) 25. 
La fraction polyA+ est hybridee sur Toligonucleotide (dT) 25 couple aux billes que 
Ton piege sur un support magnetique. 

25 c) Northern blot. 

5 [ig d'ARN messager poly A+ sont deposes sur gel denaturant 8% formaldehyde, 
1% agarose en tampon MOPS (lOmM pH 7.4, EDTA 0.5 mM). Apres migration 
et tranfert sur membrane hybond N+ (Ammersham ) en tampon 20 X SSC, TARN 
est fixe en chauffant au four a 80®C sous vide. La membrane est alors prehybridee 
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2 heures a 42°C dans le tampon suivant : 1 M NaCl ; 30% formamide ; 1% SDS ; 
5 X Denhart's ; 100 / ml d* ADN de sperme de saumon. Apres 2 heures de 
prehybridation, la membrane est hybridee dans le meme tampon avec une 
concentration de sonde IL-13Ra de souris preparee par "random priming" de 2.5 

5 10^ dpm / ml, pendant 16 heures. La membrane est ensuite lavee 2 fois pendant 30 
minutes dans le tampon 2 x SSC 0. 1% SDS a temperature ambiante puis pendant 2 
heures a 5 OX dans le meme tampon. Apres 4 jours d' exposition dans une cassette 
(Molecular Dynamics), le northern blot est analyse a " Tlnstant Imager " 
(Molecular Dynamics ). Un transcrit majoritaire de 4200 paires de bases (pB) 

10 et un doublet de 1500 pB et 2000 pB sont detectes dans les cellules Cakil, U373 
et U937. 

Caracterisation des proprietes de riLrl3R0 et de riLrl3Ra humain : 

Les cellules COS-7 ou CHO sont transfectees dans des boites de Petri comme 
15 decrit precedemment (17). 24 heures plus tard, les cellules sont trypsinisees et 
mises en cuhure dans des plaques de 24 puits a une densite de S.IO'^ cellules/puits. 
Apres une culture de 48 heures a 37°C, les cellules sont utilisees pour des 
experiences de liaison (des essais realises en tripUcata montrent une variation de 
moins de 10 %) avec de TIL- 13 iodee comme decrit (17). Pour la transfection, les 
20 cellules COS-7 ou CHO ont ete transfectees dans des plaques de 25 cm^ en 
utilisant 0,6 mg de diflFerents plasmides. Apres 24 heures, les monocouches cellu- 
laires sont trypsinisees et mises en culture dans des plaques a 12 puits a raison de 
S.IO'* cellules/puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison et de 
competition sont realisees avec de rE--13 marquee et avec de TIL- 13 et/ou de 
25 riL-4 non marquees. Les resultats sont representatifs d*au moins trois experiences 
realisees independamment. 

Comparaison des mobilites electrophoretiques dans I'^EMSA" des extraits 
nucleiques de cellules exprimant riL-13Ra et/ou riL-4R humains : 
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2,10^ cellules CHO sont reparties dans des boites de Petri de diametre 10 cm. 24 
heures plus tard, les cellules sont transferees avec 6 ^g d'ADN plasmide (34). 
Apres 48 heures, les cellules sont incubees a 37*^0 pendant 30 minutes dans 3 ml 
de milieu avec ou sans IL-13 ou IL-4 a une concentration de 100 ng par ml. Les 

5 cellules sont ensuite rincees deux fois avec un tampon PB5-0,5 mM d'EDTA puis 
resuspendues dans 1,2 ml de PBS. Les cellules sont ensuite centrifugees et les 
extraits cellulaires prepares comme decrit dans (35). Les EMS A sont ensuite 
realisees conmie decrit dans (36) avec de 10 a 20 ^g d'extraits cellulaires et avec 
une sonde oligonucleotidique radiomarquee au "P (50000-100000 cpm), sonde 

10 correspondant a I'element Ce du promoteur Ce humain (37). La sonde 
oligonucleotidique sjmthetisee presente la sequence suivante : 
5'.GATCCACTTCCCAAGAACAGA.3'. 



15 
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EXEMPLES 
EXEMPLE 1 : 

Analyse de Texpression de 1* IL-13RP humain a la surface des cellules Caki-1 

5 II a recemment ete decouvert que des cellules de carcinome renal humain 
exprimaient en plus des recepteurs communs a VJL-A et a TEL- 13, un large exces de 
recepteurs sp^cifiques de TIL- 13 (21).Sur la base de ces resultats, un echantillon de 
lignees cellulaires de carcinome humain a ete etudie pour la fixation de TIL- 13 
comme decrit precedenunent (17). Une lignee particuliere, Caki-1 (ATCC 

10 HTB46), qui exprime un nombre particulierement important de sites de liaisons 
pour riL-13, a ete analysee plus en detail. Les courbes de Scatchard obtenues a 
partir d'experiences de saturation montrent la presence de sites de liaison avec une 
Kd de 446±50 pM et une capacite de 7,2.10"* recepteurs/cellule (figure la). Dans 
des experiences de competition, TIL- 13 non marquee deplace totalement TIL- 13 

15 marquee d'une fa^on dose dependante, alors que riL-4 deplace avec une haute 
affinite environ 10 % de TIL- 13 marquee. Des concentrations plus importantes 
dlL-4 (superieures a 100 nM) ne deplacent pas les 90 % restants dTL-13 liee 
(figure lb). 

20 Ces resultats sont en concordance avec I'existence de deux sites Tun partage par les 
deux cytokines, I'autre specifique de riL-13. Les experiences de pontage par 
affinite de TIL- 13 montrent un complexe d'environ 70 kDa, qui coincide avec le 
complexe observe dans des experiences de pontage similaire avec TIL- 13 dans 
differents types cellulaires (17,21). L'IL-13 marquee est completement deplacee du 

25 complexe par TIL- 13 mais pas par riL-4, ce qui est accord avec les experiences de 
competition (figure Ic). 

EXEMPLE 2 : 

Analyse de la secretion d*IL-6 induite par riLr4 ou riL-13. 
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Les auteurs de Tinvention ont analyse la secretion induite par riL-4 ou riL-13 sur 
des cellules Caki-1. Les deux cytokines induisent la secretion de niveaux similaires 
d'IL-6, et la secretion est inhibee par des anticorps specifiques de la chaine a de 
riL.4R et par Tantagoniste Y124DIL-4 (figure Id). Ceci suggere que les 

5 recepteurs partages par les deux cytokines dans les cellules Caki-1 sont 
responsables de Tinduction de la secretion d'IL-6. Des resultats similaires sont 
observes quand la phosphorylation du complexe proteique IRS 1 MPS (18) induite - 
par riL-4 et TIL- 13 est analysee en presence ou en absence d'anticorps anti-IL-4R 
et d'antagoniste de rE.-4. 

10 Ces resultats pris dans leur ensemble suggerent que le complexe recepteur IL-4yTL- 
13 exprime dans les cellules Caki est identique a ce qui avait ete precedenunent 
decrit et que la proteine liant TIL- 13 (IL-13Rp) qui est surexprimee, est un 
composant du recepteur responsable de la reconnaissance de ITL-H dans un 
complexe fonctionnel qui inclut IL-4R. 

15 Ces cellules ont done ete utilisees comme source d*ARN messager pour le clonage 
de cette entite liant riL-13. 



EXEMPLE 3 : 

Clonage de la sous unite primaire du recepteur dc I'IL-13 (ILrl3R0) 

20 La strategie de clonage et d'expression qui a ete utilisee a ete precedemment 
decrite (17). Une banque d'ADNc contenant 2.10^ clones recombinants a ete 
construite (26) a partir des cellules Caki-1 . La banque a ete divisee en lots de 
1000 ADNc, dont I'ADN de chaque lot sous forme de plasnude a 6te introduit 
dans des cellules COS-7 (29). La liaison d'IL-13 marquee aux cellules COS-7 

25 transfectees permet d'identifier les lots de clones codant un recepteur de TIL- 13. 
Les lots positifs ont ete repanis et recribles jusqu'a I'identification d*un clone 
unique capable de realiser la synthese d'une proteine de surface cellulaire apte a lier 
riL-13. Deux ADNc de riL-13Rp independants ont ete finalement isoles. La 
sequence nucleotidique complete de I'ADNc de riL-13RP et la sequence d'acides 
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amines qui en est deduite sont montrees sur la figure 2a. L*ADNc a une longueur 
de 1298 bases en excluant la queue poly- A et a une courte region non traduite en 
3* de 106 bases. Un signal canonique de polyadenylation AATAAA se trouve a la 
place prevue. Le cadre de lecture ouvert entre les nucleotides 53 et 1 192 definit un 
S polypeptide de 380 acides amines. La sequence code pour une proteine membra- 
naire avec un peptide signal potentiel, un seul domaine transmembranaire et une 
courte queue intracytoplasmique. 

4 sites de N-glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellulaire. II 
est important de noter que deux motifs consensus consideres comme des 

10 signatures de la famille des recepteurs de cytokine de type II (30) sont aussi 
presents, le premier etant derive d'une structure en boucle de pont disulfiire N- 
terminal, le second etant le motif de type WSXWS localise a Textremite C- 
terminale de la region extra cellulaire. La tres courte sequence cytoplasmique 
pourrait expliquer pourquoi c'est seulement le complexe recepteur partage par TIL- 

15 4 et par TIL- 13 dans les cellules Caki qui transduit un signal dans la cellule. 

Des etudes d'alignement demontrent des homologies avec la chaine a de riL-5R 
humain (51 % de similarite et 27 % d*identite, figure 2b) et a un degre moindre, 
avec le recepteur de la prolactins II est interessant de noter que le complexe IL-5R 
est constitue d'une chaine a qui lie riL-5 mais qui a besoin d'une autre proteine, la 

20 chaine p partagee avec les recepteurs de riL-3 et du GM-CSF, pour former un 
recepteur de haute affinite qui est capable de transduire un signal (31). 



EXEMPLE 4 : 

Detection des ARN messagers de riLrl3Rp humain dans dtfTerentes lignees 
25 cellulaires 

De fafon surprenante, dans les cellules Caki-1 des quantites similaires d*ARN 
messagers de riL-13Rp et rL-4R sont detectees par des analyses de northern blot 
bien qu'un large exces d'IL-13Rp soit exprime. Cette observation suggere qu*il y a 
une plus forte traduction de cet ARNm par rapport au transcript de riL-4R et 
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explique I'absence de detection de TARNm de riL-l3RP dans les lignees cellulaires 
exprimant un faible nombre de sites de liaison de riL-13. Des analyses par RT- 
PCR (figure 3) montrent que le transcript trouve dans les cellules Caki-1 est aussi 
present a des degres inferieurs dans la lignee keratinocytaire A431, les cellules 
5 premyeloides TF-1, les cellules premocytiques U937, et la lignee cellulaire B IM9. 
Aucun transcript rfest detecte dans la lignee cellulaire T Jurkat ni dans la lignee 
cellulaire pre-B NALM6. Ces resultats sont en accord avec des etudes de liaison 
de rEL-13 sur ces memes lignees precedemment decrites par les auteurs de la 
presente invention (17), et avec les cibles biologiques connues de riL-13, 

10 

EXEMPLE 5 : 

Analyses de liaison r^alis^s sur des cellules COS-7 transfectees avec TADNc 
de riL-13RP humain 

Les cellules COS-7 transfectees avec I'ADNc isole codant pour riL-13Rp lient 
15 specifiquement lTL-13 marquee. L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation 
montre un seul site composant avec une Kd d'une valeur de 250=b30 pM et une 
capacite de liaison maximale de 5,6. 10* recepteurs/cellule (figure 4a). 
L'affinite du recepteur recombinant est en bon accord avec la valeur de Kd de 446 
pM pour riL-13RP dans les cellules Caki-1 et pour ce qui a ete decrit dans plu- 
20 sieurs autres cellules (17) . Done, malgre I'homologie de sequence avec la chaine a 
de rE.-5R, le recepteur clone se compone difFeremment puisqu'il n' a pas besoin 
d'une seconde chaine pour reconstituer un site de liaison de haute aflinite. 
U est interessant de noter que la proteine liant TIL- 15 recemment decrite possede 
de la meme fa^on la caracteristique de Her avec une forte affinite TIL- 15, en 
25 I'absence des deux autres composants du complexe IL-1 5R (32). 

Dans des experiences de competition, TIL- 13 est capable d'inhiber la liaison de I'lL- 
13 marquee au recepteur clone, avec une constante d*inhibition (Ki) de 1,5 ± 0,5 
nM, alors que riL-4 n'inhibe pas la liaison. La pharmacologic du recepteur clone 
est done similaire a celle de riL-13R3 present dans les cellules Caki-1. Des 
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experiences de pontage montrent une bande radiomarquee de 70 kDa. Cette bande 
a la meme mobilite que celle observee dans les cellules Caki ainsi que dans d'autres 
cellules (17). Ce complexe correspond tres probablement a la bande de 60-70 kDa 
observee en plus de la bande de 140 kDa de riL-4R dans les experiences de 

5 pontage realisees avec riL-4 marquee. Ceci pourrait aussi suggerer qu*il existe une 
forte interaction entre les deux proteines dans le complexe recepteur fonctionnel. 
Les auteurs de la presente invention ont done verifie si riL-13R3 et riL-4R 
interagissent dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur qui 
permet une competition croisee des deux cytokines. Les resultats d'experience de 

10 coexpression sont montres dans la figure 4,c et d. 

II apparait clairement que I'expression des deux recepteurs soit isolee soit 
simultanee, resulte en un grand nombre de recepteurs qui reconnaissent specifi- 
quement Tune ou Tautre des deux cytokines. Toutefois, lorsqu'ils sont exprimes 
ensemble, un petit nombre de recepteurs (5 a 10 %) est capable de reconnaitre les 

15 deux cytokines. La cotransfection de la chaine yc avec riL-4R et riL-13Rp ne 
procure pas une augmentation dans le nombre de sites de liaison partages, Ces 
resultats suggerent que les chaines de TEL-lSRp et IL-4R peuvent interagir Tune 
avec I'autre dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur pour lequel 
TEL- 13 et riL-4 peuvent etre en competition. Le faible pourcentage de recepteurs 

20 reconstitues est un argument en faveur de la presence d'une autre proteine (IL- 
13Ra) en quantites limitantes dans les cellules COS, necessaire pour la 
reconstitution du complexe recepteur auquel se lient en competitivite riL-13 et 
riL-4. 

Les resultats obtenus dans les experiences de transfection avec la chaine yc 
25 demontrent que cette proteine n'est pas le facteur limitant qui avait ete suggere 
auparavant (15), Cette conclusion est aussi supportee par I'absence d'ARN 
messager de yc dans les cellules Caki-1 (21). 

Une autre raison possible pour expliquer le faible nombre de recepteurs 
reconstitues est Texistence d'une stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans 
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la membrane cellulaire. Toutefois, des cotransfections utilisant des quantites 
relatives differentes d'IL-4R et d*IL-13R(3 ne montrent pas de difference majeure 
dans le nombre de recepteurs reconstitues. La possibilite qu'il existe un autre EL- 
13R avec une plus forte capacite a interagir avec E--4R, a ete confirmee chez la 
5 souris (22) et chez rhomme par Tisolement de I'ADNc de riL-13Ra (cf 
EXEMPLE 7). II doit etre note que Texpression de yc ameliore la liaison de riL-4 
comme cela a ete precedemment decrit (19) mais diminue la liaison de riL-13, 
suggerant une interaction complexe entre les differentes chaines. 
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EXEMPLE 6 : 

Etude de rinhibition de la liaison de riL-13 a son recepteur membranaire 
par un recepteur sous forme soluble. 

On decrit les resultats en expression transitoire (figure 5) ou sur les Hgnees stables 
5 (figure 6). 

Les deux sequences d'ADNc, codant pour riL-13Rp et pour riL-13Rps sont 
inserees dans le vecteur p7055 a la place de TADNc de riL-2 (33). Les plasmides 
resultants sont nommes 2036 et 2034 respectivement. 



10 a) Expression transitoire 

Les cellules CHO sont ensemencees en plaques 12 puits a 3.10^ cellules/puits et 
transfectees le lendemain par la methode DEAE-Dextran comme pour les cellules 
COS, soit avec le plasmide 2036 ou 2034, soit avec le plasmide pSE-1 vide comme 
temoin. 

15 Les cellules sont cultivees pendant trois jours de fa?on a permettre une 
accumulation de riL-13Rps dans le sumageant des cellules transfectees avec le 
plasmide 2034 et une bonne expression de riL-13Rp dans la membrane des cel- 
lules transfectees avec le plasmide 2036. 

Le sumageant des cellules transfectees avec riL-13Rps (2034) ou le temoin 
20 negatif (pSE-1 vide) est alors preleve et les cellules transfectees avec TEL-DRa 
sont utilisees pour Tetude de Tinhibition de la liaison de riL-13. 
La liaison de TIL- 13 a la surface des CHO exprimant riL-13Rp (2036) est mesuree 
en presence ou non de ces sumageants bruts dilues de moitie avec le radioligand 
ou en presence d'un exces d*IL-13 non radiomarquee (NSB). La liaison s'efFectue 
25 sur les cellules entieres dans un volume final de 500 ml avec 300 pM de 
radioligand, en triplicata. 
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b) Lignees stables 

Deux lignees stables de CHO transformees sont obtenues par transfection avec les 
sequences codantes de riL-13Rp complet (polypeptide de 380 residus) ou de TIL- 
13RP sous forme soluble (IL-13RPs, polypeptide tronque, correspondant aux 
5 residus 1 a 337 de l'IL-13Rp). Ces sequences sont inserees dans le vecteur p 7055. 
Les cellules CHO-DHFR" sont transfectees avec les plasmides 2036 (IL-13Rp) et 
2034 (IL-13Rps) et les clones recombinants selectionnes comme decrit prece- 
demment (33). 

L'un des clones CHO-IL-13RP (CHO 2036) obtenus, presentant 2 a 5.10* sites par 
10 cellules est ensemence en plaque 12 puits a une densite de 10^ cellules par puits et 
les cellules sont utilisees deux jours pres pour des experiences de liaison en 
presence ou non d'IL-13Rps. 

Pour cela, les clones CH0-DL-13Rps (CHO 2034) sont ensemences en boites de 6 
cm, en triplicata a 5.10* cellules par boite. Apres 3 jours d*accumulation dans le 

15 milieu de culture, le milieu (5 ml par boite) est preleve pour les etudes d'inhibition 
de liaison de llL-13 sur rE.-13Rp du clone CHO 2036. De la meme fa?on, le 
sumageant de cellules CHO n'exprimant pas riL-13Rp soluble est preleve. 
La liaison de TIL- 13 a la surface du clone CHO 2036-22 est mesuree en presence 
ou non de ces sumageants bruts dilues de moitie avec le radioligand, ou en 

20 presence d*un exces d'IL-13 non radiomarquee (NSB). La liaison s'efFectue en 
triplicata, sur les cellules entieres, dans un volume de 500 ml avec 300 pM de 
radioligand. 

Les histogrammes des figures 5 et 6 representent I'inhibition de la liaison de riL-13 
sur riL.13Rp par riL-13Rps. Une inhibition de la liaison de riL.13 a son 
25 recepteur peut s'observer sur plusieurs clones. 

EXEMPLE 7 

Clonage du recepteur IL13Ra humain. 
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a)Preparation de la banque ADNc a partir des ARN messagers polyA+ de 
cellules Cakil. 

A partir de 0.5 d'ARN messager polyA+, on prepare TADN complementaire 
simple brin marque au P. dCTP (L'ADN complem^taire obtenu presente une 
5 activite specifique de 3000 dpm/ng) avec V amorce synthetique de sequence 
suivante (comprenant un site BamHl) : 

5* < GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT <3' 
dans un volume de 30 jal de tampon suivant : 

Tris Hcl 50mM pH 8.3 , Mgcb 6mM , DTT 10 mM , Kcl 40 mM , contenant 0.5 

10 mM de chacun des desoxynucleiques triphosphates , 30 [iCi de dCTP a^^ P et 30 
U de Rnasin (Promega). Apres une heure d'incubation a 37°C, puis 10 minutes a 
50°C, puis de nouveau 10 minutes a 37°C, avec 200 unites de V enzyme 
transcriptase inverse Rnase H- (Gibco -BRL), on ajoute 4 jil d*EDTA. La matrice 
ARN est ensuite degradee en ajoutant 6 |il d' une solution de NaOH 2, 

15 rincubation durant 5 minutes a 65°C. 

Afin d' eliminer I'amorce synthetique, on purifie TADN complementaire sur une 
colonne de 1 ml de sephacryl S400 ( Pharmacia ), equilibree dans du tampon TE. 
Les deux premieres fractions radioactives sont regroupees et precipitees avec 1/10 
de volume d'une solution d'acetate d'ammonium lOM et 2.5 volumes d'ethanol, 

20 ceci apres une extraction au chlorofonne. On allonge ensuite TADNc en 5' en 
ajoutant une "queue" homopolymerique de dG avec 20 unites de Y enzyme 
terminale transferase ( Pharmacia 27073001 ). Puis, on incube dans 20 |il de 
tampon de composition suivante : Tris HCl 30 mM pH 7.6 ; chlorure de cobalt 1 
mM ; acide cacodylique 140 mM , DTT 0.1 mM ; dOTP ImM, pendant 15 

25 minutes a 37'*C, puis on ajoute 2 ^1 d' EDTA 0.5 M. On retraite de nouveau a la 
soude sans chauffer , on repurifie sur colonne S400 , on extrait au chloroforme et 
on precipite a Y ethanol. Le culot est dissous dans 33 iil de tampon TE. L'etape 
suivante consiste a apparier le vecteur de clonage pT7T3-18 auquel on a 
prealablement ajoute une queue homopolymerique de dC apres coupure par Pstl, 
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I'ADNc et r adaptateur. On met en presence I'ADNc (33 \xl) avec 75 ng de vecteur 
pT7/T3-18 (5|il), 120 ng de T adapteur (1^ 1) de sequence suivante (comprenant 
un site Apal), 

5' AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG 3' 

5 10 ^il d* une solution de NaCl 200 mM, et on incube pendant 5 minutes a 65°C 
puis on laisse refroidir le melange reactionnel jusqu'a temperature ambiante. L' 
etape suivante consiste a ligaturer le vecteur de clonage et TADNc simple brin dans 
un volume reactionnel de 100 |il avec 32.5 unites de V enzyme ADN ligase du 
phage T4 (Pharmacia) pendant une nuit a IS^^C dans un tampon de composition : 

10 Tris HCl 50 mM pH 7.5 ; MgCb 10 mM , ATP ImM. Les proteines sont ensuite 
eliminees par extraction au phenol suivie d*une extraction au chloroforme, puis on 
ajoute 1/10 de volume d'une solution d* acetate d* ammonium 10 mM et 2.5 
volumes d' ethanol. On centrifiige, le culot est repris dans le tampon de 
composition Tris acetate 33 mM pH 7.9, acetate de potassium 62.5mM, acetate 

15 de magnesium 1 mM et DTT ImM ; le deuxieme brin d* ADNc est synthetise dans 
un volume de 30 ^xl avec 30 unites de Tenzyme ADN polymerase du phage T4 
(Pharmacia) et un melange de 1 mM des quatre desoxynucleotides triphosphates 
ainsi que deux unites de la proteine du gene 32 du phage T4 (Pharmacia) pendant 
une heure i 3TC. On extrait au phenol et on en elimine les traces en deposant sur 

20 une colonne PIO (Biogel PlO-200-400 mesh - reference 1 501 1050 - Biorad). 

La demiere etape consiste a transformer des cellules E . Coli MC 1061 par 
electroporation de TADN recombinant a 1' aide d* un appareil Biorad Gene Pulser 
utilise a 2.5 kV dans les conditions prescrites par le fabricant, puis on cultive les 
bacteries pendant une heure dans du milieu LB de composition : 

25 bactotryptone 10 g / 1; extrait de levure 5 g / 1; Nacl 10 g / 1. 

On determine le nombre de clones independants obtenus en etalant une dilution au 
1/1000 erne de la transformation apres une heure d* incubation sur une boTte de 
milieu LB additionne de 1 .5 % d* agar (p/v) et de 100 ^g / ml d* ampicilline* appele 
par la suite milieu LBgelose. 
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Le nombre de clones independants obtenus est de 1 million, 
b) Criblage de la banque d' ADNc. 

La totalite de la banque est etalee sur du milieu gelose (boites de Petri de diametre 
5 de 150 mm) revetu de membranes Biodyne A (PALL reference BNNG 132). 
Apres une nuit a 37°C, les clones sont transferes par contact sur de nouvelles 
membranes . Ces demieres sont traitees en les deposant sur du papier Wathman 3 
MM inbibe des solutions suivantes : NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M pendant 5 minutes 
puis Tris HCl 0.5 M pH 8, NaCl 1.5 M pendant 5 minutes. Apres un traitement a 
10 la proteinase K dans le tampon suivant : Tris HCl lOmM pH8, EDTA lOmM, 
NaCl 50mM, SDS 0.1%, proteinase K lOO^g/ml pendant 30 minutes a 37°C, les 
membranes sont lavees abondamment dans du tampon 2 X SSC (sodium citrate 
NaCl), puis sechees au four sous vide a 80°C pendant 20 minutes. 

15 c) Prehybridation et hybridation des membranes. 

Les membranes sont alors prehybridees 2 heures a 42X dans le tampon suivant : 
1 M NaCl ; 30% formamide ; 1% SDS ; 5 X Denhart's ; 100 ^ig/ml d' ADN de 
sperme de saumon. Apres les 2 heures de prehybridation, les membranes sont 
hybridees dans le meme tampon avec une concentration de sonde IL-13Ra de 

20 souris preparee par " nick-translation" de 2.5 10*dpm/ml, pendant 16 heures 
ensuite. Les membranes sont lavees 2 fois 30 minutes dans le tampon 2 x SSC 
0.1% SDS a temperature ambiante puis 2 heures a 50°C dans le meme tampon, 
Apres une nuit d' exposition a - 80°C en presence d* un film Kodak X-OMAT, 
plusieurs clones positift sont reveles. 

25 

d) Sequenfage d' un clone IL-13Ra humain et analyse de la sequence. 
La sequence est obtenue a V aide du kit Applied Biosystem (reference 401628). La 
sequence nucleique complete de V ADNc de V IL13Ra et la sequence d' acides 
amines qui en est deduite sont montrees sur la figure 7. L* ADNc a une longueur 
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de 3999 bases en excluant la queue de poly-A et possede une longue region 3' non 
traduite de 2145 bases. 

Un signal canonique de polyadenylation se trouve a la place prevue. Le cadre de 
lecture ouvert entre les nucleotide 34 et 1851 definit un polypeptide de 427 acides 
5 amines. La sequence code pour une proteine membranaire avec un peptide signal 
potentiel, et un seul domaine transmembranaire et une courte region 
intracytoplasmique. 

10 sites de glycosilation potentiels sont localises dans la region extracellulaire. II 
est important de noter que deux motifs consensus consideres comme des 
10 signatures de la famille des recepteurs de cytokines de type II sont aussi presents, 
le premier etant derive d'une structure en boucle de pont disulfure N- terminal, le 
second etant le motif de type WSXWS localise a I'extremit^ C-terminale de region 
extracellulaire. 
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EXEMPLE8 

Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-3 ou CHO transfectees avec 
TADNc de riL-13Ra humain. 

Les cellules CHO transfectees avec I'ADNc isole codant pour riL-13Ra lient 
5 specifiquement riL-13 marquee. 

L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre un seul site composant 
avec une Kd d*une valeur de 4,5±0,4nM et une capacite de liaison maximale de 
26000 recepteurs/cellule (fig. 8C et 8G). 

10 Les resultats des experiences de co-expression sont montres dans les figures 8D et 
8H. 

L'analyse des resultats de la figure 8C met en evidence que riL-13Ra s'exprime 
bien dans le clone 2036 des cellules CHO. On peut noter que riL-4R deplace 60 
% de la liaison de riL-13 dans les cellules CHO cotransfectees avec I'ADNc de 

15 riL-4R et de riL-13Ra (figure 8H) mais en tenant compte d*un Kd de 7,5 nM 
pour riL-13Ra on aurait 10 fois plus de sites IL-13Ra que de sites IL-4R, 
Les cellules CH0-hIL4R (n..-4Ra humain) exprimant rhIL-4R transfectees avec 
TADNc codant pour rhIL-13Ra lient specifiquement rE.-13 marquee. 
L'analyse de Scatchard de lai courbe de saturation montre clairement 2 sites 

20 composants, I'un de haute aflfinite avec une Kd d'une valeur de 23±8,9 pM et une 
capacite de liaison maximale de 28000 sites/cellule et, Tautre de basse affinite, avec 
une Kd d*une valeur de 4,2±1,4 nM et une capacite de liaison maximale de 150000 
sites/cellule (fig, 8D). 

Le deuxieme site caracterise a la meme affinite que rhIL-13Ra (IL-13Ra humain) 
25 exprime seul et correspond aux chaines IL-13Ra non associees car exprimees en 
plus grande quantite que rhIL-4R. 

Ces recepteurs a haute affinite reconstitues en presence des 2 chaines hIL-13Ra et 
hE.-4R sont capables de reconnaitre les 2 cytokines (fig. 8D et 8H). 
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Ceci est encore plus clair sur les cellules COS/pSEl co-exprimant les 2 chaines 
hIL-13Ra et hIL-4R en quantite comparable ou riL-4 deplace toute la liaison IL- 
13. 

L'affinite de riL-13Ra humain recombinant est comparable a celle decrite pour le 
5 recepteur IL-13Ra de souris (2-lOnM) (ref. 22). 

Contrairement a la chaine hIL-13Rp, precedemment decrite, riL-13Ra humain ne 
constitue pas seul un site de liaison de haute affinite. 

L*IL-13Ra et riL-4R interagissent done dans la membrane cellulaire pour 
reconstituer un recepteur a haute affinite. 

10 



EXEMPLE 9 



Activation de proteincs STAT par riL-13 et riLr4 dans les cellules CHO co- 
15 exprimant rhIL-13Ra et rhIL-4R 

Dans les cellules PBMC humaines, rhIL-4 et TIL- 13 activent 2 tyrosine kinases de 
la famille des janus, Jakl et Jak2 qui phosphorylent un facteur latent de 
transcription, STAT6. Ce facteur active entre dans le noyau et se lie a des elements 
specifiques dans les promoteurs des genes regules par riL-4. 

20 Nous avons choisi Telement C8 du proraoteur du Ce humain comme sonde dans 
un test de changement de mobilite electrophoretique (EMSA) pour demontrer 
I'activation par TIL- 13 d'un facteur de liaison similaire a STAT6. 
Les extraits nucleaires des cellules CHO, exprimant riL-13R seul, riL-4R seul, ou 
les 2 chaines ensemble, stimulees avec lOOng/ml d'IL-13 ou d'IL-4 pendant 30mn a 

25 37^c, sont incubes avec Telement C8 radiomarque. 

Les extraits nucleaires des cellules co-exprimant rhIL-13Ra et i*hIL-4R seul, 
forment un complexe ayant la meme mobilite dans TEMSA que les cellules soient 
induites avec riL-4 ou riL-13 (cf figure 9). Par contre, avec les cellules exprimant 
Tune ou Tautre chaine seule, aucun complexe n'est detecte. 
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Dans les cellules CHO exprimant ThlL-lSRa et l'hIL-4R, I'lL-B et riL.4 initient 
done la meme cascade de signalisation. 



Le clonage de riL-13Rp et de riL-13Ra decrit ici permet d*ameliorer la 
5 connaissance des facteurs intervenant dans les reponses specifiquement induites 
par riL-13 par rapport aux reponses induites par riL-4. II permet en outre de 
disposer d'un outil pour I'etude de la regulation de I'expression du recepteur dans 
des conditions normales et pathologiques ou TIL- 1 3 joue un role cle. 
Par aiileurs, la disponibilite de TADNc permet de faciliter le clonage d'autres 
10 proteines necessaires pour la reconstitution d*un complexe recepteur IL-4/IL-13 et 
est egalement utile pour la fabrication ou la modelisation rationnelle de nouveaux 
medicaments capables d'etre des antagonistes specifiques des activites de riL-l3. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: SANOFI 

(B) RUE: 32.34 rue MARBEUF 

(C) VILLE: PARIS 

(D) PROVINCE: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75374 

(G) TELEPHONE: 0153774000 

(H) TELECOPIE: 0153774133 

{ii) TITRE DE L' INVENTION: 11-13 recepteur 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 153 9 paires de bases 
{B) TYPE: acide nucleique 
{C) NOMBRE DE BR INS : sin^>le 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: caki-1 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GGTGCCTGTC GGCGGGGAGA GAGGCAATAT CAAGGTTTTA AATCTCGGAG AAATGGCTTA 60 

ATTCGTTTGC TTGGCTATCG GATGCTTATA TACCTTTCTG ATAAGCACAA CATTTGGCTG 120 

TACAAGCTTT TGCACTTCAT CTTCAGACAC CGAGATAAAA GTTAACCCTC CTCAGGATTT 180 

TGAGATAGTG GATTATGAAG AGAACCCGGA TACTTAGGTT ATCTCTATTT GCAATGGCAA 240 

CCCCCACTGT CTCTGGATCA TTTTGTGTTG TGAAAGGAAT GCACAGTGGA ATATGAACTA 300 

AAATACCGAA ACATTGGTAG TGAAACATGG AAGGCTAGTG TAGAGGTTAC CATCATTACT 360 

AAGAATCTAC ATTACAAAGA TGGGTTTGAT CTTAACAAGG GCATTGAATT ATAGAAGGGC 420 

GAAGATACAC ACGCTTTTAC CATGGCAATG CACAAATGGA TCAGAAGTTC AAAGTTCCAA 480 

TTGCTAGGAG TGGGCAGAAA CTACTTATTG GATATCACCA CAAGGAATTC CAGAAACTAA 540 

AGTTCAGGAT TAAGTTTTGG GTAGAATGGA TTGCGTATAT TACAATTGGC AATATTTACT 600 

CTGTTCTTGG AAACCTGGCA TAGGTTACAT TATGTCTGGG TACTTCTTGA TACCAATTAC 660 

AACTTGTTTT ACTGGTATGA GGGCTTGGAT CATGCATTAA ATATATTTGG AAACAGTGTG 720 



TTGATTACAT CAAGGCTGAT GGACAAAATA TAGGATGCAG ATTTCCCTAT TTGGCAATAA 



780 
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AGGAGCAGTG 


AGGCATCAGA 


CTATAAAGAT 


TTCTATATTT 

X X X « > X 4 • XXX 


GTGTTAATGG 


ATCATCAGAG 


840 


AACAAGCCTG 


AAATATCAAG 


GAATCAGATC 


C AGTTATTTC 


AC TTTTC AG C 


TTCAAAATAT 

X X Xp* *Vmmm* ***** 


900 




TTGCCGCCAG 


TCAGTTGGAA 


ATATCTTACT 


TTT AC TCGGG 


AC AGTTC ATG 


960 


TttAAATTAAG 


CTGAAATGGA 


GCATACCTTT 


GTTT AGGC GT 


GGACCTATTC 


CAGCAAGGTG 


1020 


1 X X xv>x\x x/\x 


GAAATTGAGA 


TCAGAGAAGA 


TGATACTACC 


GAAAGCATGG 


AGGAATTTTG 


1080 


w X vx/\V> X vvv* X n 


CAGTTGAAAA 


TGAAACATAC 


ACCTTCAAAA 


CAACAAATOA 


AACCCGAATA 


1140 


£\ X X X X X 


TAGTAGCAAT 


TATGCTTTGT 


AGTAAGAAGC 


AAAGTGAATA 


TTTATTGCTC 

XXX 4» X X %J V* X ^ 


1200 


An A TV5 A r fv; A 


ATTTYSGGCAA 
nx X xw^vw«f\n 


AGAATCAAGT 


AGTGAGTGGA 


CTOATAAACA 


ATYiCTGGGAA 


1260 


^^fSTYI A A/^ Af*P 


TATPGAAGAA 


AACTnYSP TA 


CTAGCTCGGA 


X X X ^ V« X VJrtj 


PTAPCATTTG 

V. xni^v^n X x x va 


1320 


GTTTCATCTT 


AATATTAGTT 


ATATTTGTAA 


CCGGTCTGCT 


TAGTGAATGT 


TGCGTAAGCC 


1380 


AAACACCTAC 


CCAAAAATGA 


TTCCAGAATT 


TTTCTGTGAT 


ACATGAAGAA 


GATTTGCATC 


1440 


TTTCCATATC 


AAGAGACATG 


GTATTGACTC 


AACAGTTTCC 


AGTCATGGCC 


AAATGTTCAA 


1500 


TATGAGTCTC 


AATAAACTGA 


ATTTTTCTTG 


CGAATGTTG 






1539 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

ii) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 380 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 
(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 
{G) TYPE DE CELLULE: renal 
(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Phe Val Cys Leu Ala lie Gly Cys Leu Tyr Thr Phe Leu lie 
15 10 15 

Ser Thr Thr Phe Gly Cys Thr Ser Ser Ser Asp Thr Glu lie Lys Val 
20 25 30 

Asn Pro Pro Gin Asp Phe Glu He Val Asp Pro Gly Tyr Leu Gly Tyr 
35 40 45 

Leu Tyr Leu Gin Trp Gin Pro Pro Leu Ser Leu Asp His Phe Lys Glu 
50 55 60 

Cys Thr Val Glu Tyr Glu Leu Lys Tyr Arg Asn He Gly Ser Glu Thr 
65 70 75 80 

Trp Lys Thr He He Thr Lys Asn Leu His Tyr Lys Asp Gly Phe Asp 
85 90 95 

Leu Asn Lys Gly He Glu Ala Lys He His Thr Leu Leu Pro Trp Gin 
100 105 110 

Cys Thr Asn Gly Ser Glu Val Gin Ser Ser Trp Ala Glu Thr Thr Tyr 
115 120 125 
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Trp lie Ser Pro Gin Gly lie Pro Glu Thr Lys Val Gin Asp Met Asp 
130 135 140 

Cvs Val Tyr Tyr Asn Trp Gin Tyr Leu Leu Cys Ser Trp Lys Pro Gly 
145 150 155 160 

He Gly Val Leu Leu Asp Thr Asn Tyr Asn Leu Phe Tyr Trp Tyr Glu 
165 170 175 

Gly Leu Asp His Ala Leu Gin Cys Val Asp Tyr He Lys Ala Asp Gly 
180 185 190 

Gin Asn He Gly Cys Arg Phe Pro Tyr Leu Glu Ala Ser Asp Tyr Lys 
195 200 205 

Asp Phe Tyr He Cys Val Asn Gly Ser Ser Glu Asn Lys Pro He Arg 
210 215 220 

Ser Ser Tyr Phe Thr Phe Gin Leu Gin Asn He Val Lys Pro Leu Pro 
225 230 235 240 

Pro Val Tyr Leu Thr Phe Thr Arg Glu Ser Ser Cys Glu He Lys Leu 
245 250 255 

Lys Trp Ser He Pro Leu Gly Pro He Pro Ala Arg Cys Phe Asp Tyr 
260 265 270 

Glu He Glu He Arg Glu Asp Asp Thr Thr Leu Val Thr Ala Thr Val 
275 280 285 

Glu Asn Glu Thr Tyr Thr Leu Lys Thr Thr Asn Glu Thr Arg Gin Leu 
290 295 300 

Cys Phe Val Val Arg Ser Lys Val Asn He Tyr Cys Ser Asp Asp Gly 
305 310 315 320 

He Trp Ser Glu Trp Ser Asp Lys Gin Cys Trp Glu Gly Glu Asp Leu 
325 330 335 

Ser Lys Lys Thr Leu Leu Arg Phe Trp Leu Pro Phe Gly Phe He Leu 
340 345 350 

He Leu Val He Phe Val Thr Gly Leu Leu Leu Arg Lys Pro Asn Thr 
355 360 365 

Tyr Pro Lys Met He Pro Glu Phe Phe Cys Asp Thr 
370 375 380 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4009 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

{A) ORGANISMS: Homo sapiens 
(F> TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: RENAL 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



TCAGCCCGGC 


CGGGCTCCGA 


GGCGAGAGGC 


TGCATGGAGT 


GGCCGGCGCG 


GCTCTGCGGG 


60 


CTGTGGGCGC 


TGCTGCTCTG 


CGCCGGCGGC 


GGGGGCGGGG 


GCGGGGGCGC 


CGCGCCTACG 


120 


GAAACTCAGC 


CACCTGTGAC 


AAATTTGAGT 


GTCTCTGTTG 


AAAACCTCTG 


CACAGTAATA 


180 


TGGACATGGA 


ATCCACCCGA 


GGGAGCCAGC 


TCAAATTGTA 


GTCTATGGTA 


TTTTAGTCAT 


240 


TTTGGCGACA 


AACAAGATAA 


GAAAATAGCT 


CCGGAAACTC 


GTCGTTCAAT 


AGAAGTACCC 


300 


CTGAATGAGA 


GGATTTGTCT 


GCAAGTGGGG 


TCCCAGTGTA 


GCACCAATGA 


GAGTGAGAAG 


360 


CC TAGCATTT 


TGGTTGAAAA 


ATGCATCTCA 


CCCCCAGAAG 


GTGATCCTCA 


GTCTGCTGTG 


420 


ACTGAGCTTC 


AATGCATTTG 


GCACAACCTG 


AGCTACATGA 


AGTGTTCTTG 


GCTCCCTGGA 


480 


AGG AAT AC C A 


GTCCCGACAC 


TAACTATACT 


CTCTACTATT 


GGCACAGAAG 


CClt^ AAAAA 


540 


ATTC ATP A AT 


GTYSAAAACAT 


C TTTAG AGAA 


GGCCAATACT 

^SxV^ X4^Vv X 


TTGGTTGTTP 

X X X X w X X ^ 


PTTTGATPTG 

W X X X W«\ X W X w 


600 


ACCAAAflTYIA 


AGGATTPPAG 


TTTTGAAPAA 

XXX X\3tW^tV\ 


CACAGTCTCP 


AAATAATYSGT 


PAAGGATAAT 

V. AAVtO A X f\r\ X 


D O U 




TTm APPATP 


PTTPAATATA 

\v X X^/V\XAX/\ 


GTGP P TTT A A 
o xo^u. X X x/\n 


P TTP P Pf^ TYIT 
^X XW^^OXVjX 


GAA APPTGAT 

VjAAAWV* XV*A X 


790 




TTAIVAaaPPT 


PTPPTTPPAP 


A ATG A TG AP P 


TATATGTGPA 


ATGGGAGAAT 

A X ^^^.vUi A^iS AA X 


7fl0 

/ O V 




X XAX ±l\\M\m^\3 


ATfSPPTATTT 
rv X kjv-v^ x/\x X X 


T ATV2 A AGT AG 


AAGTPAATAA 
aavj X ^ An X An 


P AGPP A A APT 

^ A^Vf^AAA^ X 


O U 


GAGAPAPATA 


ATGT*T*TTPTA 
/\X\a X X X X%> Xt\ 


PGTCCAAGAG 


GPTAAATGTG 

X XWX X U X u 


AG AATCP AG A 


ATTTGAG AGA 

A XXX U AU AWA 


900 




ATAPATPTTYl 

/i XlW^n X\^ X X V9 


TTTP ATGGTP 
X X XVvAXWVJXW 


PPTY^mViTTP 
XV3V3 XwX X 


'PTV^f "TV'2ATAP 
X X\-V,> XwaXaw 


TTTVIAAPAPA 

X X XuaAV* AV«A 


7 O V 


GTPAGAATAA 


GAGTCAAAAC 


AAATAAGTTA 
rwxxnnux x#\ 


TGCTATGAGG 


ATGACAAACT 

A X ^VA>M AAA>v X 


CTCGAGTAAT 


1020 


TGGAGCCAAG 


AAATCAGTAT 
fumxwnvx xt^ X 


AGGTAAGAAG 


CGCAATTCCA 


CACTCTACAT 


AACCATGTTA 


1080 


CTCATTGTTP 


CAGTCATCGT 


CGCAGGTGCA 


ATCATAGTAC 


TCCTGCTTTA 


CCTAAAAAGG 


1140 


CrciAAGATTA 


TT AT ATTP C P 


TCCAATTCCT 

X ^Vr<nn X X X 


GATCCTGGCA 


AGATTTTTAA 


AGAAATGTTT 

AVJfW\ X V> X X X 


1200 


GGAGACCAGA 


ATGATGATAC 

t\ X^Si\ X^M£\ Xf\^ 


TCTGCACTCG 

X ^ X \JV»X*\* x>w 


AAGAAGTACG 


ACATCTATGA 


GAAGCAAACC 


1260 


AACGAGGAAA 


P CG AC*TV!*PGT 


AGTGCTGATA 


GAAAACCTGA AGAAAGCCTC 


TPAGTGATGG 


1320 


AGATAATTTA 


X X X X X £\y^\^ X X 


CACTGTGACC 


TTGAGAAGAT 


TCTTCCCATT 


PTPPATTTGT 

^ X AX X X w X 


1380 


TATCTGGGAA 


C TT ATT AAAT 

>w X X«^X X*^J^*^X 


GGAAACTGAA 


ACTACTGCAC 


CATTTAAAAA 


CAGGCAGCrc 


1440 


ATAAGAGCCA 


CAGGTCTTTA 


TGTTGAGTCG 


CGCACCGAAA 


AACTAAAAAT 


AATGGGCGCT 


1500 


TTGGAGAAGA 


GTGTGGAGTC 


ATTCTCATTG 


AATTATAAAA 


GCCAGCAGGC 


TTCAAACTAG 


1560 


GGGACAAAGC 


AAAAAGTGAT 


GATAGTGGTG 


GAGTTAATCT 


TATCAAGAGT 


TGTGACAACT 


1620 


TCCTGAGGGA 


TCTATACTTG 


CTTTGTGTTC 


TTTGTGTCAA 


CATGAACAAA 


TTTTATTTGT 


1680 


AGGGGAACTC 


ATTTGGGGTG 


CAAATGCTAA 


TGTCAAACTT 


GAGTCACAAA 


GAACATGTAG 


1740 


AAAACAAAAT 


GGATAAAATC 


TGATATGTAT 


TGTTTGGGAT 


CCTATTGAAC 




1800 


GCTATTAAAA 


CTCTTTTAAC 


AGTCTGGGCT 


GGGTCCGGTG 


GCTCACGCCT 


GTAATCCCAG 


1860 


CAATTTGGGA 


GTCCGAGGCG 


GGCGGATCAC 


TCGAGGTCAG 


GAGTTCCAGA 


CCAGCCTGAC 


1920 


CAAAATGGTG 


AAACCTCCTC 


TCTACTAAAA 


CTACAAAAAT 


TAACTGGGTG 


TGGTGGCGCG 


1980 


TGCCTGTAAT 


CCCAGCTACT 


CGGGAAGCTG 


AGGCAGGTGA 


ATTGTTTGAA 


CCTGGGAGGT 


2040 
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GGAGGTTGCA 


GTGAGCAGAG 


ATCACACCAC 


TGCACTCTAG 


CCTGGGTGAC 


AGAGCAAGAC 


2100 


TCTGTCTAAA 


AAACAAAACA 


AAACAAAACA 


AAACAAAAAA 


ACCTCTTAAT 


ATTCTGGAGT 


2160 


CATCATTCCC 


TTCGACAGCA 


TTTTCCTCTG 


CTTTGAAAGC 


CCCAGAAATC 


AGTGTTGGCC 


2220 


ATGATGACAA 


CTACAGAAAA 


ACCAGAGGCA 


GCTTCTTTGC 


CAAGACCTTT 


CAAAGCCATT 


2280 


TTAGGCTGTT 


AGGGGCAGTG 


GAGGTAGAAT 


GACTCCTTGG 


GTATTAGAGT 


TTCAACCATG 


2340 


AAGTCTCTAA 


CAATGTATTT 


TCTTCACCTC 


TGCTACTCAA 


GTAGCATTTA 


CTGTGTCTTT 


2400 


GGTTTGTGCT 


AGGCCCCCGG 


GTGTGAAGCA 


CAGACCCCTT 


CCAGGGGTTT 


ACAGTCTATT 


2460 


TGAGACTCCT 


CAGTTCTTGC 


CACTTTTTTT 


TTTAATCTCC 


ACCAGTCATT 


TTTCAGACCT 


2520 


TTTAACTCCT 


CAATTCCAAC 


ACTGATTTCC 


CCTTTTGCAT 


TCTCCCTCCT 


TCCCTTCCTT 


2580 


GTAGCCTTTT 


GACTTTCATT 


GGAAATTAGG 


ATGTAAATCT 


GCTCAGGAGA 


CCTGGAGGAG 


2640 


CAGAGGATAA 


TTAGCATCTC 


AGGTTAAGTG 


TGAGTAATCT 


GAGAAACAAT 


GACTAATTCT 


2700 


TGCATATTTT 


GTAACTTCCA 


TGTGAGGGTT 


TTCAGCATTG 


ATATTTGTGC 


ATTTTCTAAA 


2760 


CAGAGATGAG 


GTGGTATCTT 


CACGTAGAAC 


ATTGGTATTC 


GCTTGAGAAA 


AAAAGAATAG 


2820 


TTG7JVCCTAT 


TTCTCTTTCT 


TTACAAGATG 


GGTCCAGGAT 


TCCTCTTTTC 


TCTGCCATAA 


2680 


ATGATTAATT 


AAATAGCTTT 


TGTGTCTTAC 


ATTGGTAGCC 


AGCCAGCCAA 


GGCTCTGTTT 


2940 


ATGCTTTTGG 


GGGGCATATA 


TTGGGTTCCA 


TTCTCACCTA 


TCCACACAAC 


ATATCCGTAT 


3000 


ATATCCCCTC 


TACTCTTACT 


TCCCCCAAAT 


TTAAAGAAGT 


ATGGGAAATG 


AGAGGCATTT 


3060 


CCCCCACCCC 


ATTTCTCTCC 


TCACACACAG 


ACTCATATTA 


CTGGTAGGAA 


CTTGAGAACT 


3120 


TTATTTCCAA 


GTTGTTCAAA 


CATTTACCAA 


TCATATTAAT 


ACAATGATCC 


TATTTGCAAT 


3180 


TCCTGCTCCT 


AGGGGAGGGG 


AGATAAGAAA 


CCCTCACTCT 


CTACAGGTTT 


GGGTACAAGT 


3240 


GGCAACCTGC 


TTCCATGGCC 


GTGTAGAAGC 


ATGGTGCCCT 


GGCTTCTCTG 


AGGAAGCTGG 


3300 


GGTTCATGAC 


AATGGCAGAT 


GTAAAGTTAT 


TCTTGAAGTC 


AGATTGAGGC 


TGGGAGACAG 


3360 


CCGTAGTAGA 


TGTTCTACTT 


TGTTCTGCTG 


TTCTCTAGAA 


AGAATATTTG 


GTTTTCCTGT 


3420 


ATAGGAATGA 


GATTAATTCC 


TTTCCAGGTA 


TTTTATAATT 


CTGGGAAGCA 


AAACCCATGC 


3480 


CTCCCCCTAG 


CCATTTTTAC 


TGTTATCCTA 


TTTAGATGGC 


CATGAAGAGG 


ATGCTGTGAA 


3540 


ATTCCCAACA 


AACATTGATG 


CTGACAGTCA 


TGCAGTCTGG 


GAGTGGGGAA 


GTGATCTTTT 


3600 


GTTCCCATCC 


TCTTCTTTTA 


GCAGTAAAAT 


AGCTGAGGGA 


AAAGGGAGGG 


AAAAGGAAGT 


3660 


TATGGGAATA 


CCTGTGGTGG 


TTGTGATCCC 


TAGGTCTTGG 


GAGCTCTTGG 


AGGTGTCTGT 


3720 


ATCAGTGGAT 


TTCCCATCCC 


CTGTGGGAAA 


TTAGTAGGCT 


CATTTACTGT 


TTTAGGTCTA 


3780 


GCCTATGTGG 


ATTTTTTCCT 

«^ J> ^ A A A -A WW A 


AACATACCTA 


AGCAAACCCA 


GTGTCAGGAT 




3840 


ATTCTTTCGT 


TCAGTTAAGT 


TTTTCCCTTC 


ATCTGGGCAC 


TGAAGGGATA 


TGTGAAACAA 


3900 


TGTTAACATT 


TTTGGTAGTC 


TTCAACCAGG 


GATTGTrrCT 


GTTTAACTTC 


TTATAGGAAA 


3960 


GCTTGAGTAA 


AATAAATATT 


GTCTTTTTGT 


ATGTCACCCA 


AAAAAAAAA 




4009 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 427 acides amines 
{B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4; 

Met Glu Trp Pro Ala Arg Leu Cys Gly Leu Trp Ala Leu Leu Leu Cys 
15 10 15 

Ala Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ala Ala Pro Thr Glu Thr Gin 
20 25 30 

Pro Pro Val Thr Asn Leu Ser Val Ser Val Glu Asn Leu Cys Thr Val 
35 40 45 

lie Trp Thr Trp Asn Pro Pro Glu Gly Ala Ser Ser Asn Cys Ser Leu 
50 55 60 

Trp lyr Phe Ser His Phe Gly Asp Lys Gin Asp Lys Lys He Ala Pro 
65 70 75 80 

Glu Thr Arg Arg Ser He Glu Val Pro Leu Asn Glu Arg He Cys Leu 
85 90 95 

Gin Val Gly Ser Gin Cys Ser Thr Asn Glu Ser Glu Lys Pro Ser He 
100 105 110 

Leu Val Glu Lys Cys He Ser Pro Pro Glu Gly Asp Pro Glu Ser Ala 
115 120 125 

Val Thr Glu Leu Gin Cys He Trp His Asn Leu Ser Tyr Met Lys Cys 
130 135 140 

Ser Trp Leu Pro Gly Arg Asn Thr Ser Pro Asp Thr Asn Tyr Thr Leu 
145 150 155 160 

Tyr Tyr Trp His Arg Ser Leu Glu Lys He His Gin Cys Glu Asn He 
165 170 175 

Phe Arg Glu Gly Gin Tyr Phe Gly Cys Ser Phe Asp Leu Thr Lys Val 
180 185 190 

Lys Asp Ser Ser Phe Glu Gin His Ser Val Gin He Met Val Lys Asp 
195 200 205 

Asn Ala Gly Lys He Lys Pro Ser Phe Asn He Val Pro Leu Thr Ser 
210 215 220 

Arg Val Lys Pro Asp Pro Pro His He Lys Asn Leu Ser Phe His Asn 
225 230 235 240 

Asp Asp Leu Tyr Val Gin Trp Glu Asn Pro Gin Asn Phe He Ser Arg 
245 250 255 

Cys Leu Phe Tyr Glu Val Glu Val Asn Asn Ser Gin Thr Glu Thr His 
260 265 270 
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Asn Val Phe Tyr Val Gin Glu Ala Lys Cys Glu Asn Pro Glu Phe Glu 
275 280 285 

Arg Asn Val Glu Asn Thr Ser Cys Phe Met Val Pro Gly Val Leu Pro 
290 295 300 

Asp Thr Leu Asn Thr Val Arg He Arg Val Lys Thr Asn Lys Leu Cys 
305 310 315 320 

Tvr Glu Asp Asp Lys Leu Trp Ser Asn Trp Ser Gin Glu Met Ser He 
^ 325 330 335 

Gly Lys Lys Arg Asn Ser Thr Leu Tyr He Thr Met Leu Leu He Val 
340 345 350 

Pro Val He Val Ala Gly Ala He He Val Leu Leu Leu Tyr Leu Lys 
355 360 365 

Arg Leu Lys He He He Phe Pro Pro He Pro Asp Pro Gly Lys He 
370 375 380 

Phe Lys Glu Met Phe Gly Asp Gin Asn Asp Asp Thr Leu His Trp Lys 
385 390 395 4O0 

Lys Tyr Asp He Tyr Glu Lys Gin Thr Lys Glu Glu Thr Asp Ser Val 
405 410 415 

Val Leu He Glu Asn Leu Lys Lys Ala Ser Gin 
420 425 
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REVENDICATIONS 



1. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 
5 pamni : 

a) la sequence SEQ ID n^ 2, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n*^ 2. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 
10 sequence d*acides amines SEQ ID n'' 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d*une 
forme variante du polypeptide de sequence SEQ ID n*'2 dans laquelle les 
8 residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus suivants : 

15 VRCVTL. 



4. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu1l s'agit d'une 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement jusqu*au 
residu 337. 

20 

5. Sequence d*acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendicationsl a 4. 

6. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication S, caracterisee 
25 en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n° 1 et codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur Pde riL-13, 
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c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du fait 
de la degenerescence du code genetique, 

7. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 6, caracterisee en ce 
5 qu'elle comprend ou est constituee par l*enchainement de nucleotides 

s'etendant du nucleotide n*^ 1 jusqu'au nucleotide 1081 et 
preferentiellement jusqu*au nucleotide 1063 sur la sequence SEQ ED 
n°l. 

10 8. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 

parmi : 

a) la sequence SEQ ID n^ 4, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n** 4. 

15 9. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu*il comprend la 

sequence d'acides amines SEQ ID n** 4. 

10. Polypeptide selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement 

20 jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 

11. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendications 8 a 10. 



25 



12. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication 11. caracte 
risee en ce qu'elle est choisie parmi : 
a) la sequence SEQ ID n^3. 



wo 97/20926 



PCT/FR96/01756 



50 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ro n° 3 et codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur a de TIL- 13, 

c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du 
5 fait de la degenerescence du code genetique. 

13. Sequence d'acides nucleiques selon la revendication 12, caracterisee en 
ce qu'elle comprend ou est constituee par renchainement de nucleotides 
s'etendant du nucleotide n^ 1 jusqu*au nucleotide 1059, et 
10 preferentiellement jusqu'aux nucleotides compris entre 1041 et 1056 sur 

la sequence SEQ ID n*^ 3. 



14. Vecteur de clonage et/ou d'expression contenant une sequence d'acides 
15 nucleiques selon Tune quelconque des revendications 5a7etllal3. 

15. Vecteur selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il s*agit du 
plasmide PSE-1. 

20 16. Cellule bote transfectee par un vecteur selon la revendication 14 ou 15. 

17. Cellule bote transfectee selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une cellule de la lignee COS-7, COS-3 ou CHO. 



25 



18. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle hybride specifiquement 
avec Tune quelconque des sequences selon les revendications 5 a 7, leurs 
sequences complementaires ou les ARN messagers correspondants. 
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19. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 10 nucleotides. 



20. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comprend 
5 I'integraiite de la sequence SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

21. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle hybride specifiquement 
avec Tune quelconque des sequences selon les revendications 11 a 13, 
leurs sequences complementaires ou les ARN messagers 

10 correspondants. 

22. Sonde selon la revendication 21, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 10 nucleotides 



15 



23. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend Tintegralite de 
la SEQ ID n°3 ou de son brin complementaire. 



24. Sequence antisens capable d'inhiber, au moins partiellement, la 
20 production de polypeptides selon Tune quelconque des revendications 1 

a 4 et 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
constituant le cadre de lecture codant pour un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications Ia4et8al0au niveau du transcript. 

25 25. Utilisation d'une sequence selon I'une quelconque des revendications 5 a 

7 et 11 a 13, pour la realisation de sondes nucleotidiques de diagnostic 
ou de sequences antisens utilisables en therapie genique. 
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26. Utilisation d'une sonde selon Tune quelconque des revendications 18 
a 23, comme outii de diagnostic IN VITRO pour la detection, par hybri- 
dation, des sequences d*acides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10, dans des 

5 echantillons biologiques, ou pour la mise en evidence de syntheses 

aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d'heterozygotie 
ou le rearrangement genetique. 

27. Utilisation d*une sonde selon Tune quelconque des revendications 18 
10 a 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

28. Methode de diagnostic IN VITRO pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau des sequences d'acides 
nucleiques codant pour un polypeptide selon Tune quelconque des 

15 revendications 1 a 4 ou 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d*une sonde nucleotidique selon Tune quelconque 
des revendications 19 a 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe d'hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres 

20 une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleoti- 

dique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 

- eventuellement le sequen9age de la sequence nucleotidique formant le 
complexe d'hybridation avec la sonde de I'invention. 

25 

29. Utilisation d'une sequence d*acides nucleiques selon Tune quelconque des 
revendications 5 a 7 et 11 a 13 pour la production d'un polypeptide 
recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 
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30. Methode de production d*un polypeptide recombinant recepteur de TIL- 

13, caracterisee en ce que Ton cultive des cellules transfectees selon la 
revendication 16 ou 17 dans des conditions permettant I'expression d'un 
polypeptide recombinant de sequence SEQ ID n"* 2 ou de sequence SEQ 
5 ID n^ 4 ou derivee, et que Ton recupere ledit polypeptide recombinant. 

31. Anticorps mono ou polyclonaux, anticorps conjugues, ou leur fragments, 
caracterises en ce qu*ils sont capables de reconnaitre specifiquement un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 

10 

32. Utilisation des anticorps selon la revendication precedente, pour la 
purification ou la detection d'un polypeptide selon i'une quelconque des 
revendications I a 4 et 8 a 10 dans un echantillon biologique. 

15 33. Procede de diagnostic IN VITRO de pathologies correlees a une 

expression anormale du recepteur de TIL- 13, a partir de prelevements 
biologiques susceptibles de contenir le recepteur de TIL- 13 exprime a un 
taux anormal, caracterise en ce que Ton met en contact au moins un 
anticorps selon la revendication 31 avec ledit prelevement biologique, 

20 dans des conditions permettant la formation eventuelle de complexes 

immunologiques specifiques entre le recepteur de TIL- 13 et le ou lesdits 
anticorps et en ce que i'on detecte les complexes immunologiques 
specifiques eventuellement formes. 

25 34. Kit pour le diagnostic IN VITRO d'une expression anormale du recepteur 

de riL-13 dans un prelevement biologique et/ou pour la mesure du taux 
d'expression du recepteur de TIL- 13 dans ledit prelevement comprenant 
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- au moins un anticorps specifique du recepteur de riL-13 selon la 
revendication 31, eventuellement fixe sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de complexes 
antigenes/anticorps specifiques entre le recepteur de I'IL-13 et ledit 

5 anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

35. Methode pour Tidentification et/ou I'isolement de polypeptides selon la 
revendication I ou 8, ou d'agents capables de moduler leur activite, 
caracterisee en ce que Ton met en contact un compose ou un melange 

10 contenant difierents composes, eventuellement non-identifies, avec des 

cellules exprimant a leur surface un polypeptide selon la revendication 1 
ou 8, dans des conditions permettant Tinteraction entre le polypeptide et 
ledit compose dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le 
polypeptide, et en ce que Ton detecte et/ou isole les composes lies au 

15 polypeptide ou ceux capables d'en moduler Tactivite biologique. 

36. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel que defini dans les 
revendications 1 a 4 ou 8 a 10 susceptible d'etre obtenu selon la 
methode de la revendication 35. 



20 



37. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, un 
polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10. 



25 



38. Composition pharmaceutique selon la revendication precedente, 
caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide selon la 
revendication 4 ou 10. 
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39, Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 
a 4, pour le criblage d'agents capables de moduler Tactivite de 
riL-13Rp. 

40. Utilisation d'un polypeptide selon Tun quelconque des revendications 8 a 

10 pour le criblage d'agents capables de moduler I'activite de riL-13Ra 



41. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 
10 a 4, pour la fabrication de produits capables de moduler I'activite de TIL- 

13Rp. 

42. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 8 
a 10 pour la fabrication de produits capables de moduler I'activite de 

15 riL-13Ra. 

43. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 4 ou 10 pour la 
synthese d'un medicament a effet antagoniste de riL-13. 



20 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

[recues par le Bureau International le 16 avril 1997 (16.04.97); 
revendication 28 modifi^e; autres revendications inchang&es (1 page) J 

26. Utilisation tfune sonde selon i'une quelconque des revendications 18 
k 23, comme outil de diagnostic IN VITRO pour ia detection, par hybri- 
dation, des sequences d'acides nucieiques codant pour un polypeptide 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10, dans des 

5 ediantillons biologiques, ou pour la niise en evidence de syntheses 

aberrantes ou d'anomaiies genetiques teUes que la perte d*h^terozygotie 
ou le rearrangement genetique. 

27, Utilisation d*une sonde selon Tune quelconque des revendications 18 
10 a 23, pour la detection d'anomaiies chromosomiques. 



28. Mithode de diagnostic IN VITRO pour la detection de synth^es 
aberrantes ou d'anomaiies genetiques au niveau des sequences d*acides 
nucieiques codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des 

15 revendications 1 a 4 ou 8 i 10, caracterisee en ce qu*elle comprend : 

- la nuse en contact d'une sonde nuciiotidique selon I'une quelconque 
des revendications 18 i 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettant la formation dHm complexe d*hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nudeotidique, eventuellement apres 

20 une £tape prealable d*amplification de la susdite sequence nudeoti- 

dique; 

- la detection du complexe d'bybridation eventudlement forme ; 

- eventuellement le sequen^age de la sequence nudeotidique fomumt le 
complexe d'bybridation avec la sonde de I'invention. 

25 

29. Utilisation d'une sequence d'acides nucieiques selon Tune quelconque des 
revendications 5 a 7 et 1 1 i 13 pour la produaion d'un polypeptide 
recombinant selon Tune quelconque des revendications I a 4 et 8 a 10. 
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10 L W_ A _L_ L_ L _C_ _A_G_ _G _G jJ _G_ G G _G _ P T 29 

1 2 1 GAAACTCAGCCACCTGTGAC AAATTTGAGTGT CTCTGTTGAP^ 190 

30 E T Q P P V T I n L S vl 3 V E N L C T V I 49 

181 TGGACATGGAATCCACCCGAGGGAGCCAGCTC AAATTGTAGTCT ATGGTATTTTAGTCAT 2 4 0 

50WTWNPPEGASS | M C S ~l1 W Y F S H 69 

241 TTTGGCG AC AAAC AAG AT AAG AAAATAGCTCCGG AAACTCGTCGTTCAATAGAAGT ACCC 3 00 

70FGDKQDKKIAPETRR3IEV? 89 

3 01 r f r, A ATGAG AGG ATTTGTCTGC AAGTGGGGTCCC AGTGT AGC AC C.^ATG AG AGTG A G AAG 3 6 0 

90 L N E R I C L Q V G S C 5 T |N E S e1 K 109 

3 61 CCT AGC ATTTTGGTTf5AAAAAT(;CA'l'CTC ACCCCCAG AJXGGTGATCCTG AGTCTGCTGTG \ 2 0 

LID P S L r. 7 i^ K\ ^ * I V " ' 

421 ACTGAGCl'HVAAl'GCAlT'lGGCACAAC^ 

130 T E L Q C I W H | N L 3 I'l M K C 3 W L P G 149 

481 AGGAATACCAGTCCCGACAC TAACTATACTCT CTACTArTGGCACAGAAGCCTGGAAAAA 540 

150 R N T S ? D T In Y T U Y Y W H R 5 L E K 169 

541 ATTC ATC AATGTG AAAAC ATCTTT AGAGAAGGCC.\ATACTTTGGTTGTTCCTTTG ATCTG 500 

170 IHQCENIFREG^YFGCSrDL 189 

601 ACCAAAGTGAAGGATTCCAGTTTtGAAC.\ACACAGTGTCCAAATAATGGTCAAGGATAAT 660 

190 T K V K D S S F E Q H 3 V Q I M 7 K D M 209 

661 GC AGGAAAAATTAAACCATCCTTCAATATAGTGCCTTTAACTTCCCGTGTG AAACCTGAT "20 

210 A G K I K ? 3 F N I V ? L T S ?- V :< P D 229 

721 CCTCC ACATATTAAAAACCTCTCCTTCC ACAATGATG ACCTATATGTGCAATGGGAGAAT 7 8 0 

230 ? P H I K I n L 3 f] H M D 0 L Y 7 Q W E N 249 

7 81 CCACAGAATTTTATTAGCAGATGCCTATTTTATGAAGTAGAAGTC AATAACAGCCA AACT 340 
250 P g N F I S R C L F Y E 7 E V I N N 5 Ql T 269 
841 G AGAC AC ATAATGTTTTCTACGTCC AAGAGGCTAAATGTGAGAATCCAGAATTTGAGAG A 90 0 
270 £ T H N V F Y V Q E A K C E N P E F E R 289 
9 0 1 AATGTGGAGAATAC ATCTTGTTTC ATGGTCCCTGGTGTTCTTCCTGATACTTTG AACAC A ? 6 0 
290 N V E [ N T 5 C ] F M V P G 7 L P D T L N T 309 
961 GTC AGAATAAGAGTC AAAAC AAATAAGTTATGCTATGAGG ATGACAAACTCTGG AGTAAT 1020 
310 V R I R V K T N K L C Y E D D K L W S lii 329 

1021 TGGAGCCA AGAAATGAGTATAGGTAAGAAGCG CAATTCCACACT CTACATAACCATGTTA 1080 

330 W S Ql E M S I G K K R i N S T lT I Y I T M L 349 

1081 CTCATTGTTCCAGTCATCGTCGCAGGTGCAATCATAGTACTCCTGCTTTACCTAAAAACiG 1140 

350 LIVPVIVAGAIIVLLL Y L K R 369 

1141 CTCAAGATTATTATATT CCCTCCAATTCCTGATCCTGGCAAGATTTTTAAAGAAATGTTT 1200 

370 LKIIIFPPIPDPGKIFKEMF 389 

1201 GG AG ACCAGAATGATGATACTCTGCACTGGAAGAAGTACGACATCTATGAGAAGCAAACC 12 60 

390 GDQNDDTLHWKKYDIYEKQT 409 

1261 AAGGAGGAAACCG ACTCTGTAGTGCTGATAG AAAACCTG AAGAAAGCCTCTC AGTGATGG 13 20 

410KEETDSVVLIEMLKKASQ* 429 
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1381 TATCTGGGAACTTATTAAATGGAAACTGAAACTACTGCACCATTTAAAAAC AGGC AGCTC 

1441 ATAAG AGCC AC AGGTCTTTATGTTG AGTCGCGCACCG AAAAACT AAAAATAATGGGCGCT 

1 S 0 1 TTGG AGAAG AGTGTGG AGTC ATTCTC ATTG AATT ATAAAAGCC AGCAGGCTTCAAACTAG 

1561 GGG AC AAAGC AAAAAGTGATG AT AGTGGTGGAGTT AATCTTATC AAG AGTTGTGAC AACT 

1621 TCCTGAGGGATCT ATACTTGCTTTGTGTTCTTTGTGTCAAC ATGAAC AAATTTTATTTGT 

1681 AGGGGAACTC ATTTGGGGTGCAAATGCTAATGTC AAACTTGAGTC AC AAAGAACATGTAG 

17 41 AAAACAAAATGGATAAAATCTGATATGTATTGTTTGGGATCCTATTGAACCATGTTTGTG 

1801 GCTATT AAAACTCTTTTAACAGTCTGGGCTGGGTCCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAG 

1861 C AATTTGGG AGTCCG AGGCGGGCGGATC ACTCG AGGTC AGGAGTTCCAGACCAGCCTGAC 

1921 C AAAATGGTGAAACCTCCTCTCTACTAAAACTAC AAAAATTAACTGGGTGTGGTGGCGCG 

1981 TGCCTGTAATCCCAGCTACTCGGGAAGCTG AGGCAGGTGAATTGTTTGAACCTGGGAGGT 

2041 GGAGGTTGC AGTGAGCAGAGATCACACCACTGCACTCTAGCCTGGGTGACAGAGCAAGAC 

2101 TCTGTCTAAAAAACAAAAC AAAACAAAACAAAAC AAAAAAACCTCTTAATATTCTGGAGT 

2 161 CATCATTCCCTTCGACAGCATTTTCCTCTGC'rTTGAAi\GCCCC AGAAATCAGTGTTGGCC 

2221 ATGATGACAACTACAGAAi\AACCAGAGGCAGCTTCTTTGCCAAGACCTTTCAAAGCCATT 

22 81 TT AGGCTGTTAGGGGCAGTGt^AGGTAq AATGACTCCTTGGGTATTAG AGTTTC AACCATG 

2 341 AAGTCTCTAACAAl-Gl'aTTn"lVTlVACCn'CM\-;CTACTCAAGTAGL^\TTTACTG'r^ 

24 01 GGTTTGTGCTAGGCCCCCGGGTGTGAAGC ACAGACCCCTTCCAGGGGTTTACAGTCTAT t 

24 61 TGAGACTCCTCAGTTCTTGCCACTTTTTTTTTTAATCTCCACCAGTCATTTTTCAGACCT 

2521 TTTAACTCCTCAATTCCAAC ACTGATTTCCCCTTTTGCATTCTCCCTCCTTCCCTTCCTT 

2581 GTAGCCTTTTGACTTTC ATTGGAAATTAGGATGTAAATCTGCTCAGGAGACCTGGAGGAG 

2641 CAGAGG ATAATTAGCATCTCAGGTTAAGTGTGAGTAATCTGAGAAAC AATG ACTAATTCT 

27 01 TGCATATTTTGTAACTTCC ATGTGAGGGTTTTC AGC ATTGATATTTGTGCATTTTCTAAA 

27 61 CAGAGATGAGGTGGTATCTTCACGTAGAAC ATTGGTATTCGCTTGAGAAAAAAAGAATAG 

2 821 TTGAACCTATTTCTCTTTCTTTACAAGATGGGTCC AGGATTCCTCTTTTCTCTGCCATAA 
2881 ATGATTAATTAAATAGCTTTTGTGTCTTACATTGGTAGCCAGCCAGCC AAGGCTCTGTTT 
2941 ATGCTTTTGGGGGGCATAT ATTGGGTTCC ATTCTCACCTATCCAC AC AACATATCCGTAT 

3 001 ATATCCCCTCTACTCTTACTTCCCCC.^AATTTAAAGAAGTATGGGAAATGAGAGGCATTT 
3061 CCCCC ACCCCATTTCTCTCCTCACAC ACAGACTCATATTACTGGTAGGAACTTGAG AACT 
3121 TT ATTTCC AAGTTGTTC AAACATTT ACCAATC ATATT AAT AC AATGATGCTATTTGC AAT 
3181 TCCTGCTCCTAGGGGAGGGGAG ATAAGAAACCCTC ACTCTCTACAGGTTTGGGTACAAGT 
3241 GGC AACCTGCTTCCATGGCCGTGTAGAAGCATGGTGCCCTGGCTTCTCTGAGGAAGCTGG 
3301 GGTTC ATGACAATGGCAGATGTAAAGTTATTCTTGAAGTCAGATTGAGGCTGGGAGACAG 
3 3 61 CCGTAGTAG ATGTTCTACTTTGTTCTGCTGTTCTCTAGAAAGAATATTTGGTTTTCCTGT 
3421 ATAGGAATGAG ATTAATTCCTTTCC AGGTATTTTATAATTCTGGG AAGCAAAACCC ATGC 
3 481 CTCCCCCTAGCCATTTTTACTGTTATCCTATTTAGATGGCCATGAAG AGG ATGCTGTGAA 
3 541 ATTCCCAACAAACATTGATGCTGAC AGTC ATGC AGTCTGGGAGTGGGGAAGTGATCTTTT 
3 601 GTTCCCATCCTCTTCTTTTAGCAGTAAAATAGCTGAGGG AAAAGGGAGGG AAAAGG AAGT 
3 661 TATGGG AATACCTGTGGTGGTTGTG ATCCCTAGGTCTTGGG AGCTCTTGG AGGTGTCTGT 
3721 ATCAGTGGATTTCCCATCCCCTGTGGGAAATTAGTAGGCTC ATTTACTGTTTTAGGTCTA 
37 81 GCCTATGTGG ATTTTTTCCTAACATACCTAAGCAAACCCAGTGTCAGGATGGTAATTCTT 
3 841 ATTCTTTCGTTCAGTTAAGTTTTTCCCTTCATCTGGGC ACTG AAGGGATATGTG AAAC AA 
3 901 TGTT AAC ATTTTTGGTAGTCTTC AACCAGGG ATTGTTTCTGTTTAACTTCTTATAGG AAA 
3961 GCTTGAGTAAAATAAATATTGTCTTTTTGTATGTCACCCaaaaaaaaaa 4009 
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